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(C)) Zusammenfassung_

Die Erfindung betrifft neue EPO-Zusammensetzungen mit hoher spczlﬁééﬁ;r Aktivitat, die durch einen hohen Anteil an |-
N—Acetyl—l.actosamm—-Emhelten oder/und tetraantenniren Verzweigungen in der Kohlenhydratstruktur gekennzclchnet sind. Weiterhin
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Erythropoietin mit hoher spezifischer Aktivitat
Beschreibung

Die Erfindung betrifft neue EPO-Zusammensetzungen mit hoher spezifischer
Aktivitat, die durch einen hohen Gehalt an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten
oder/und tetraantenndren Verzweigungen in der Kohlenhydratstruktur
gekennzeichnet sind. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zum

Gewinnen solcher EPO-Prqdukte.

- Erythropbieiin (EPO) ist ein humanes Glycoprotein, welches die Produktion

von roten Blutzellen stimuliert. EPO kommt im Blutplasma von gesunden
Persdnen nur in sehr geringen Konzentrationen vor, so daB eine Bereit-
stellung in grofieren Mengen auf diese Weise nicht moglich ist.

EP-B1-0 148 605 und EP-B1-0 205 564 beschreiben die Herstellung von
rekombinantem humanén EPO in CHO-Zellen. Das in EP-B1-0 148 605

- beschriebene EPO weist ein hGheres Molekulargewicht als‘uriné‘_res EPO und

keine O-Glykosilierung auf. Das in EP-B1-0 205 564 beschriebene EPO aus

CHO-Zellen ist mittlerweile in groRen Mengen und in reiner Form verfagbar.

Weiterhin ist die Gewinnung von humanem EPO aus dem Urin von Patienten
mit aplastischer Animie bekannt (Miyake et al., J. Biol. Chem. 252 (1977),
5558-5564).

Rekombinantes und urindres EPO wird éls Gemisch verschiedener Isoformen
gewonnen, von denen bekannt ist, daB sie sich in ihrem Sialylierungsgrad
unterscheiden. Diese EPO-Iéoformen weisen unterschiedliche isoelektrische
Punkte auf und kénnen durch isoelektrische Fokussierung bzw. Kapillarelek-
trophorese aufgetrennt werden (siehe Tsao et al., Biotech. Bioeng. 40
(1992), 1190-1196; Nieto et al., Anal. Commun. 33 (1996}, 425-427; Tran
et al., J. Chromatogr. 542 (1991), 459-471; Bietot et al., J. Chromatogr.
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758 (1997), 177-184; Watson et al. Anal. Biochem. 210 (1993), 389-393).

Die Isoformen mit der héchsten Anzahl von Sialinsauren weisen die hdchste

'spezifische Aktivitdt auf, wahrend die mit der niedrigsten Anzahl die

geringste Aktivitdt besitzen (siehe z.B. Imai et al., Eur. J. Biochem. 194
(1990), 457-462; EP-A-0 428 267). '

- Takeuchi et al.,, (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989), 7819-7822)

beschreiben einen Zusammenhang der biologischen Aktivitat mit dem
Sialinsé@uregehalt und dem Verhaltnis von bi- und tetraantennaren Kohlenhy-
drafstrukturen. Takeuchi et al. kommen weiterhin zur SchluRfolgerung, daR
die in den EPO-Kohlenhydratstrukturen vorhandenen N-Acetyl-Lactosamin-

‘Ei'nhe"iten nicht mit der biologischen Akti\)itét korrelieren.

Fukuda et al. (Blood 73{1989), 84-89) befas;sen sich mit der Geséhwindig-
keit der Elimination von EPO aus dem Blutkreislauf, die wesentlich zur
biologischen Aktivitat beitragt, und kommen zu dem SchiuR, daR EPO mit
einer groReren Anzahl an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten schneller aus dem
Kreislauf entfernt wird als EPO ohne Lactosamin-Einheiten. Morimoto et al.
(Glycoconjugate J; 13 (1 996), 1093-1120) beschreiben die Auftrennung
von EPO-Isoformen mittels Mono-Q-Chromatographie, so daR die einzelnen
Fraktionen jeweils aus nur noch wenigen Isoformen bestehen. Die mit
diesen Fraktionen durchgefihrten Unteréﬁt‘:hungen zeigen eine Gleichver-
teilung aller Sfruktu_ren in allen Fraktionen. Es wird keine Korrelation des
Gehalts an bi- oder triahtennéren Strukturen oder des Gehalts an N-Acetyl-

Lactosamin-Einheiten mit der spezifischen Aktivitat gefunden.

Somit geht aus dem genannten Stand der Technik hervor, daR eine generelle
Korrelation der biologischen Aktivitat mit der Zuckerstruktur besteht,
insbesondere im Hinblick auf den Gehalt an Sialinsauren. Es findet sich
jedoch keinerlei Hinweis, daR der Anteil an tetraantenndren Strukturen
oder/und der Anteil an N-Acetyl-Lacfosamin eine direkte Korrelation mit der

biologischen Aktivitat besitzt.

1.
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Uberraschenderweise wurde bei der Aufreinigung von EPO-Praparationen
festgestellt, daR eine Erhéhung des Anteils an tetraantennédren Kohlenhy-
dratstrukturen oder/und N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten in der
Kohlenhydratstruktur zu einer signifikanten Verbesserung der spezifischen
biologischen Aktivitat fihrt. Dies trifft insbesondere zu bei der Herstellung

von EPO in einer humanen Zellinie gemaR der europaischen Anmeldung -
97 112 640.4.

Vergleichende Aktivitdtsuntersuchungen einzelner EPO-Préparationen oder

EPO-Isoformen, deren Kohlenhydratstruktur sich im wesentlichen nur im

.Gehalt der N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten (LE-Eihheiten) unterscheidet,

zéigeh eine signifikant hdhere Aktivitat far die Préparétionen oder Isoformen

mit dem héheren Anteil an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten.bei gleichen

_Sialinsduregehalt und bei etwa gleicher Antennéritat. Unter Antennaritat

wird in diesem Zusammenhang der relative, mittlere Gehalt (in %) an bi-, tri-
bzw. tetraantenndren N-gebundenen Kohlenhydratketten der EPO-
Préparationen bzw. der isolierten EPO-Isoformen bezlglich der Gesamtzahl
N-gébundener Kohlenhydratketten verstanden. AuRBerdem wurde gefunden,
da® gerade in Prdparationen oder Isoformen mit einem érhéhten Anteil an
triantennaren Strukturen der Gesamtgehalt an Lactosamin-Einheiten, fir die
in vivo Aktivitat von erheblicher Bedeutung ist. Durch eine Erhéhung des
Gesamtgehalts an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten, z. B. in Form von
zuséatzlichen Verlangerungen der Core-Struktur mit LE-Einheiten (sog.
Repeats),” kann die biologische .Aktivitét erheblich gesteigert werden.
Weiterhin wurde festgestellt, daR durch Erhéhung des Anteils an tetraan-
tenndren Strukturen eine Verbesserung der biologischen Aktivitat erreicht

werden kann.

Ist man folglich beétrebt, ein EPO-Préparat mit moglichst hoher spezifischer
Aktivitat und in hoher Ausbeute zu erzeugen, so ist bei der Auswahl der
Aufreinigungsschritte, der Produktionszellen oder/und beideren Kultivierung .

auf einen moglichst hohen Anteil von tetraantenniren Kohlenhydrat-
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strukturen oder/und einen méglichst hohen Gehalt an N-Acetyl-Lactosamin-

Einheiten zu optimieren.

Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine EPO-Zusammen-
setzung, die im wesentlichen aus glykosilierten EPO-Molekilen besteht, die

einen Anteil von mindestens 75% vorzugsweise mindestens 80%,

' besonders bevorzugt mindestens 85% und am meisten bevorzugt minde-

stens 90% tetraantenndren Strukturén bezogen auf die Gesamtzahi von
Kohlenhydratketten, d.h. die Summe von bi-, tri- und tetraantenniren

Strukturen, enthalten.

Ein weiterer Aspekt der Erﬁriduhg betrifft eine EPO-Zusammensetzung, die
im wesent!ichen aus glykosilierten EPO-Molekilen besteht, die eine Anzahl
von durchschnittlich mindestens 3,7, vorzugsweise von mindestens 4,0
besonders bévorzugt von mindestens 4,3 und am meisten bevorzugt von

mindestens 4,5 N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogen auf die mittlere

- Zusammensetzung pro N-gebundener Kohlenhydratkette des EPO-Molekils

bzw. eine Anzahl von mindestens 11,1, vorzugsweise von mindestens 12,0,
besonders bevorzugt von mindestens 13,0 und am meisten bevorzugt von
mindestens 13,5 N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogen auf alle 3 N-
gebundenen Kohlenhydratstrukturen (Ges’amt-N—Gchosilierung) des EPO-
Molekuls enthalten.

Ein weitere'r‘Aspekt der Erfindung betrifft eine EPO-Zusammensetzung, die
im wesentlichen aus glykosilierten EPO-Molekilen besteht, die einen Wert
fir das Produkt aus der durchschnittlichen Gesamtzahl von N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten pro EPO Molekdl multipliziert mit dem mittleren
Sialinsduregehalt pro Molekil EPO von mindestens 130, vorzugsweise von
mindestens 135, besonders bevorzugt von mindestens 140 und am meisten

bevorzugt mindestens 160 aufweisen.
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Die Angabe "im wesentlich‘en" bedeutet in diesem Zusammenhang, daf’ die
gewiinschten EPO-Molekiile in einem Anteil von vorzugsweise mindestens
80%, besonders bevorzugt von mindestens 90% und am meisten bevorzugt
von mindestens 95% bezogen auf die Gesamtzahl der EPO-Molekiile in der

Zusammensetzung vorhanden sind.

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine EPO-Zusammensetzung,v
die-aus glykosilierten EPO-Molekiilen besteht, die einen mittleren Anteil von
mindestens 75%,. vorzugsweise von _mindestens 80% und besonders
bevorzugt von mindestens 85% tetraantennéren Strukturen bezogen auf die

Gesamtzahl von Kohlenhydratketten enthalten.

AuRerdem betrifft die Erfindung eine EPO-Zusammensetzung, die aus
glykosilierten EPO-Molekilen besteht, die eine mittlere Anzahl von
durchschnitilich mindestens 3,7, vorzugsweise von mindestens 4,0 und
besonders bevorzhgt von mindestens 4-,3, und am meisten bevorzugt von
mindestens 4,5 N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogen auf die mittlere

Zusammensetzung pro N-gebundener Kohlenhydratkette des EPO-Molekdls

bzw. eine Anzahl vonmindestens 11,1, vorzugsweise von mindestens 12,0,

besonders bevorzugt von mindestens 13,0 und am meisten bevorzugt von
mindestens 13,5 N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogén auf alle 3 N-

gebundenen Kohlenhydratstrukturen des EPO-Molekiils enthalten.

.Die Héchstgrenze des Anteils an tetraantennaren Strukturen kann bis zu

100% der gesamten Kohlenhydratketten reichen, wobeijede tetraantennéare
Struktur 4 N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten in der core-Struktur des N-
gebundenen Zuckersenthalt. Zusétzliche N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten als

sogenannte Repeats, die als Verlangerungen an der core-Struktur

‘vorkommen, kénnen die Zah! der N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten sowohlpro

Kohlenhydratstruktur, als auch in der Gesamtglycosilierung erhdhen. Die
Anzahlan N-AcetyI-Lactosamin-Einheiten pro Glykosilierungsstelle {(d.h. pro

N-gebundener Kohlenhydratstruktur) kann somit bis zu 6 (tetraantennédre
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Struktur und 2 zusatzliche N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten in Form von
Repeats) betragen (vgl. Fig. 1) oder - bei Strukturen mit mehr als 2
zusatzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten - sogar noch hdoher sein.

éezogen auf die Gesamtglykosilierung (3 N-gebundene Kohlenhydrat-

strukturen) kann die Anzahl der N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bis zu 18

oder hoher betragen.

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft eine EPO-Zusammensetzung,
die aus glykosilierten Molekulen besteht, die einen mittleren Wert fir das
Produkt aus der durchschnittlichen Gesamtzahl von N-Acetyl-Lactosamin-
Einheiten des EPO-Molekils multipliziert mit dem mittleren Sialinsduregehalt
pro Molekal EPO vo4n mindestens 130, vorzugsweise von mindestens 135
besonders bevorzugt von mindestens 140 und am meisten bevorzugt von

mindestens 160 aufweisen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine EPO-Zusammensetzung,
welche die Merkmale von mindestens zwei oder mehreren der zuvor

genannten Aspekte aufweist.

Die erfindungsgemaRe Zusammensetzung kann aus einer oder mehreren

Isoformen, d.h. EPO-Moleklilen mit unterschiédlichen isoelektrischen

Punkten bei der isoelektrischen Fokussierung, bestehen. Vorzugsweise

umfasst die erfindungsgeméRe Zusammensetzung ein Gemisch aus
mindestens 2, z.B. aus 2 bis 5 Isoformen, insbesondere ein Gemisch aus 3

oder 4 Isoformen.

Die spezifische Aktivitdt der erfindungsgemiaRen Zusammensetzung ist
vorzugsweise mindestens 175 000 |U/mg, insbesondere mindestens
200 000 1U/mg in vivo (normozythamische Maus). Besonders bevorzugtist
die spezifische Aktivitat im Bereich von etwa 200 000 bis 400 000 1U/mg

" oder 450 000 IU/mg Protein, am meisten bevorzugt im Bereich von

250 000 bis 400 000 {U/mg oder 450 000 1U/mg Protein.

vy -

Yt
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Der mittlere Sialinsduregehalt bzw. die mittlere Anzahl der Sialinsaurereste
pro Molekil EPO betrégt. in der erfindungsgemaRen Zusammensetzung

vorzugsweise 11 bis 14, besonders bevorzugt mindestens 11,5 und am

meisten bevorzugt mindestens 12,5.

Die erfindungsgeméaRe EPO-Zusammensetzung ist einerseits erhaltlich aus
EPO-Molekulen, die das Produkt einer Expression exogener DNA- ih
Saugerzellen, z.B..in Nagetierzellen, wie etwa CHO- oder BHK-Zellen sind,
wie sie in EP-B-0 205 564 beschrieben ist. Alternativ kann die Zusammen-
setzung auch aus EPO-Molekilen bestehen, welche das Produkt einer
Expression endogener DNA nach Genaktivierung in humanen Zellen, z.B. in .
'immortélisierten Zellinien wie etwa Namalwa (Nadkarni et al., Cancer 23
(1969), 64-79), HT1080 (Rasheed et al., Cancer 33 (1973), 1027-1033)
oder HeLa S3 (Puck et al., J. Exp. Meth. 103 (1956), 273-284) sind.
Derartige Verfahren sind in der européischen Patentanmeldung
97 112 640.4 beschrieben, deren Offenbarung zum Bestandteil der

vorliegenden Anmeldung gemacht wird.

Weitere wichtige Parameter fur die biologische Aktivitat von EPO sind der
Anteil von Kohlenhydratketten mit Repeats, d.h. zuséizlichen N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten, bezogen auf die Geéamtzahl von N-gebundenén
Kohl'enhydratketten sowie der- Wert des Produkts dieses Repeat-Anteils mit
dem Anteil von tetraantenndren Kohlenhydratketten bezogen auf die
Gesamtzahl von Kohlenhydratketten. Bei EPO aus CHO-Zellen liegt der
Repeat-Anteil vorzugsweise bei mindestens 30%, besonders bevorzugt bei
mindestens 35% und am meisten bevorzugt bei fnindéstens 40%. Bei EPO
aus humanen Zellen wie etwa Hela-Zellen liegt der Repeat-Anteil bei
vorzugsweise mindestens 10%,. besonders bevorzugt bei mindestens 12%
und am meisten bevorzugt bei mindestens 14%. Dementsprechend liegt bei -
EPO aus CHO-Zellen der Wert fur das Produkt aus dem Anteil von
Kohlenhydratketten mit N-Acetyl-Lactosamin-Repeats bezogen .auf die

Gesamtzahl von Kohlenhydratketten und dem Anteil von tetraantenniren
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Strukturen bezogen auf die Gesamtzahl von Kohlenhydratketten
vorzugsweise bei mindestens 2400, besonders bevorzugt bei mindestens
2800 und am meisten bevorzugt bei mindestens 3400. Bei EPO aus
humanen Zellen liegt der Wert vorzugsweise bei mindestens 800, besonders-

bevorzugt bei mindestens 960 und am meisten bevorzugt bei mindestens
1100.

Besonders bevorzugt wird eine EPO-Zusammensetzung verwendet, die
durch Kultivierung von EPO-Produktionszellen in einem Kulturmedium mit

geringem Serumgehalt, z.B. maximal 1% (v/v) oder insbesondere in einem

‘serumfreien Kulturmedium hergestellt wurde (vgl. hierzu WO 96/35718).

Beispiele far geeignete Kulturmedien sind RPMI 1640 oder DMEM.

Die erfindungsgemaRe EPO-Zusammensetzung kann als pharmazeutisches

" Praparat gegebenenfalls zusammen mit Gblichen pharmazeutischen

Verdinnungs-, Hilfs- und Tragermitteln formuliert werden. Die erfindungs-
geméle EPO-Zusammensetzung, die zur Herstellung eines pharmazeutischen
Praparats eingesetzt werden kann, hat eine Reinheit von vorzugsweise
mindestens 99% und besonders bevorzugt von mindestens 99,9% bei
Bestimmung durch Reverse Phase-HPLC ({z.B. auf einer Vydac C4-Siule)
oder/und G»réﬁena'tjsschlurschromatographie (z.B. auf einen TSK 2000SW
Ultrapac-Saule). ' o

AuRerdem weist die erfindungsgemaRe Zusammensetzung einen DNA-

Gehalt von vorzugsweise < 10 pg, besonders bevorzugt < 5 pg und am

" meisten bevorzugt < 1 pg DNA pro 10 000 IU Protein auf. AuRerdem ist

die erfindungsgeméaRe Zusammensetzung vorzugsweise weitgehend freivon
bak;eriellen Verunreinigungen (< 1 CFU/ml) und Endotoxinen (< 1
EU/10 000 IU Protein).

Die Bestimmung des DNA-Gehalts kann durch einen Hybridisierungstest mit’

radioaktiver oder fluoreszenzmarkierter DNA erfolgen. Als Sonden-DNA wird
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z.B. kommerziell erhéltliche aufgereinigte Human-DNA verwendet. Die
Human-DNA kann zudem éls Standard fir den Test eingesetzt werden. Die
untere Nachweisgrenzé eines solchen Hybridisierungstests betragt etwa
0,3 pg/10 000 U EPO. Der Keim- und Endotoxingehalt in der EPO-.
Préparation kann nach standardisierten Methoden bestimmt werden, wie sie

in Pharm. Eu. oder USP beschrieben sind.

Eine EPO-Zusammensetzung, die vorzugsWeise - die erfindungsgemal
erwiinschten Merkmale aufweist, ist erhaltlich durch mindestens eine der
folgenden MaRnahmen:

(a) Auswabhl einer geeigneten Produktionszellinie, welche in der Lage ist,
Kohlenhydratkgtten mit einém hohen Anteil tetraarﬁennérer Struktu-
ren oder/und N-Acety]-Lactosamin-Einheiten Zu erzeugen,

(b) . Auswahl von geeigneten Kultivierungsbedingungen beider Zellkultur,
um Kohlenhydratketten mit einem hohen Anteil tetraantennarer
Struktur oder/und N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten zu erzeugen und

(c}  Abtrennung unerwinschter Bestandteile aus einer bekannten
Zusammensetzung von EPO-Molekdlen unter Anreidherqng von EPO-
Molekdlen, die Kohlenhydratketten mit einem hohen Anteil tetraan-
tenndrer  Strukturen oder/und N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten
enthalten.

MaRnahme (a) umfalt die Auswahl einer geeigneten Produktionszelle.

Einerseits kann man hier Zellen verwenden, von denen bekannt ist, daR sie

eine Tendenz aufweisen, die gewinschten Kohlenhydratkettenstrukturen mit

groRer Ausbeute herzustellen. Beispiele fur solche Zellinien sind vom

Hamster abgeleitete Zellen wie CHO oder BHK und humane Zellinien wie

Hela, Namalwa, HT1080 oder.davon abgeleitete Zelli_rﬁen. Besonders .

bevorzugt sind HelLaS3-Zellen oder modifizierte CHO-Zellen.

Andererseits kdnnen geeignete Produktionszellen auch gezielt erzeugt

werden, indembestimmte Glykosilierungsenzyme in der Zelle Gberexprimiert
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werden, 2.8, durch rekombinante Expression oder/und durch endogene

Genaktivierung. Beispiele solcher Glykosilierungsenzyme sind Sialyltrans-

ferasen, N-Acetyl-Glucosaminyltransferasen und Galactosyltransferasen.

MaRnahme (b) umfalt die Auswahlgeeigneter Kultivierungsbedingungen bei

der Zellkultur. In einer ersten Ausfihrungsform der Erfindung umfaBt’

-MaBRnahme (b} die Zugabe einer Mischung von mindestens zwei und

vorzugsweise mindestens drei Kohlenhydraten zum Kulturmedium. Die
Kohlenhydrate werden vorzugsweise aus Mono- und Disacchariden wie

etwa Glucose, Glucosamin, Ribose, Fructose, Galactose, Mannose,

Saccharose, Lactose, Mannose-1-Phosphat, Mannose-1-Sulfat und

- Mannose-6-Sulfat ausgewahit. Beispielsweise sind Nahrmedien geeignet, die -

Glucose oder/und Mannose oder/und Galactose enthalten. Besonders gute
Ergebnisse wurden mit Nahrmedien erzielt, die eine Mischung von Glucose,
Galactose und Mannose, beispielsweise im Masse?erhéltnis von 1:(0,5-l
3):{1-5) und insbesondere von 1:(0,7-2,4):(1,8-4,0) enthalten, wobei die
Kohlenhydrate jeweils besonders bevorzugt in der D(+)-Form eingesetzt
werdeﬁ. Die Gesamtkonzentration aller Zucker liegt -wahrend ~ der
Fermentation vorzugsweise in einem Bereich von 0, 1.bis 10 g/I, besonders
bevorzugt in einem Bereich von 2 bis 6 g/l im Kulturmedium. Vorzugsweise
erfolgt die Zugabe der Kohlenhydratmischung abhangig vom jeweiligen

Bedarf der Zellen wie im folgenden weiter ausgefahrt wird.

GemaR einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform umfaRt MaBnahme (b)
die kontrollierteund vorzugsweise bedarfsgerechte Zugabe von Nahrstoffen,
umfassend mindestens eine fir die kultivierte Zellinie essentielle Aminosaure
oder/und mindestens ein Kohlenhydrat, abhéngig vom jeweiligen Bedarf der
Zellen. Auf diese Weise wird selbst bei einer Hochzelldichtefermentation
(Zelldichte bei der Ernte > 10 x 10° Zellen/ml und vorzugsweise > 20 x
10® Zellen/ml) in GroRfermentern (Volumen > 11, z.B. 50 - 10.000 |} eine

deutlich verbesserte Glykosilierung erhalten. Hierzu wird kontinuierlich oder

in geeigneten Zeitintervallen, z.B. mindestens einmal téglich, die
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Konzentration von Parametern bestimmt, die in Korrelation zum
Nahrstoffbedarf der Zellen stehen und deren Verbrauchsraten ermittelt. Auf
diese Weise kdnnen die fir den Bedarf der Zellen benétigten Nahrstoffe
quantitativ oder/und qualifativ ermittelt werden. Solche Parameter konnen.
Nahrstoffe oder Stoffwechselprodukte der Zellen sein, wie etwa die
Glutamin-, die Ammonium-, die Glucose- oder/und die Lactatkonzentration,

insbesondere die Glutamin-Konzentration.

Die gemaR diesem Aspekt der Erfindung zugegebenen Nihrstoffe umfassen
essentielle Aminoséureh, 2.B. Glutamin oder/und Tryptophan, oder/und
KoHIenhydrate, sowie vorzugsweise weiterhin ‘nichtessentielle Aminosauren,
Vitamine, Spurenelemente, Salze oder/und Wachstumsfaktoren, z.B. Insulin.
Besonders bevorzugt umfassen die Nahrstoffe mindestens eine éssentielle
Aminoséaure und mindestens ein‘ Kohlenhydrat. Diese Nahrstoffe werden
vorzugsweise in geléstem Zustand dem Kulturmedium zudosiert. Die
N&hrstoffidsungen enthalten vorzugsweise 2zumindest Glutamin und
Kohlenhydrate, insbesondere eine Mischung aus mindestens 2
Kohlenhydraten ‘wie zuvor genannt. Besonders bevorzugt wird eine
Mischung von Glucose, Galactose und Mannose eingesetzt. Weiterhin ist
bevorzugt, daR® die Zugabe der Nahrstoffe U{ber die gesamte
Wachstumsphase der Zellen bedarfsgerecht, d.h. abhéngig von der im
Kulturmedium gemessenen Konzentration der ausgewahiten Parameter

erfolgt.

Das Mengenverhiltnis von Glutamin zu Kohlenhydraten in der Nahrstoff-
I1dsung wird vorzugsweise so gewihlt, daR es dem Verbrauchsverhaltnis im
Fermenter im wesentlichen éntspﬁcht. Auf diese Weise kann eine weit-
gehend gleichbleibende Konzentration einzelner Sut?strate- im Fermenter
erreicht werden. Vorzugsweise wird die Konzentration von Glutamin auf
einem Wert gehalten, der < 150 mg/l im Kulturmedium ist und die
Entstehung einer Ammoniumkonzentration = 2,3 mmol/l im Kulturmedium

verhindert. Die Gesamtkonzentration der Zucker liegt wahrend der
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Fermentation - wie bereits ausgefihrt - vorzugsweise in einem Bereich von
0,1 bis 10 g/l, besonders bevorzugt in einem Bereich von 2 bis 6 g/l

Kulturmedium.

Die verwendete Nahrstofflésung enthiit ein Masseverhaltnis von Glutamin

zu Zuckern, das vorzugsweise im Bereich von 1:3 bis 20 und besonders

"bevorzugt von 1:5 bis 15, bezogen auf die gesamten Zucker, liegt. Bei

Verwendung einer Nahrstofflésung, die Glutamin sowie die drei Zucker
Glucose, Galactose und Mannose enthilt, liegt das Masseverhaltnis von
Glutamin zu den Zuckern vorzugsweise bei 1:(1 bis 3):(1 bis 5):(2 bis 8) und
besonders bevorzugt bei 1:{1,5 bis 2,2):(1,5 bis 3,6):(4 bis.6).

Die Kultivierung wird vorzugsweise als wiederholt satzweiser Betrieb
durchgefiihrt, wobei nach einer Wachstumsphase €in Teil der Kulturbriihe

geerntet wird und der Rest der Kulturbrihe im Fermenter bleibt, der

“anschlieRend wieder bis zum Arbeitsvolumen mit frischem Medium befallt

wird. Durch das erﬁndungsgefnél&e Verfahren kann glykosiliertes EPO in
sehr hohen Ausbeuten geerhtet werden. So'betrégt die Konzentration zum
Erntezeitpunkt beispielsweise mindestens 30 mg und insbesondere

mindestens 40 mg EPO pro | Kulturmedium.

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung ivéfﬂein Verfahren zur G'ewinnung
von EPO aus eukaryontischen Zellen, wobei die eukaryontischen Zellen in
einem geéigneten Medium kultiviert und das EPO aus dem Kulturﬁberst_ahd
gewonnen wird, wobei das Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, daB die
Kultivierung bei einer Temperatur von < 36°C, vorzugsweise zwischen 30
und 35,5°C und besonders bevorzugt zwischen 33 und 35,0°C erfolgt.
Uberraschenderweise wurde niamlich festgestellt, daB durch
Temperatursenkung bei der Kultivierung der Anteil an EPO mit gewiinschter

Glykosilierung deutlich erhéht wird.

A
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MaRnahme (c) umfal3tdie Abtrennung unerwiinschter Bestandteile aus einer
bekannten EPO-Zusammerisetzung‘, die in ihrer Kohlenhydratstruktur die
Spezifikationen der vorliegenden Anmeldung nicht erfiilt. Dies kann
beispielsweise erfolgeﬁ durch chromatographische Aufreiniguhg der EPO-
Préparationen, z.B. durch Affinitatschromatographie an Triazinfarbstoff-
Gelen, vorzugsweise Cibacron Blue-Farbstoffgelen. Eine weitere Abtrennung
unerwiinschter Bestandteile kann auch mit hydrophober Interaktions-
chromatographie und Reversed Phase Chromatographie durchgefihrt
werden. Dafiir geeignete Liganden sind Butyl-, Pentyl-, Octyl- , Octadecyl-
und Phenyl-Reste. Der Reversed Phase-Chromatographie-Schritt wird
vorzugsweise bei einem pH-Wert im Bereich von 6,0 bis 8,5 und besonders
bevorzugt von 7,0 bis 8,0 durchgefiihrt. Geeignete Eluenten sind beispiels-

weise Acetonitril, Ethanol oder Isopropanol, vorzugsweise Acetonitril.

Mit Kapillarzonenelektrophorese-Analytik (CZE) kénnen geeignete Fraktionen
ermittelt, gepoolt und schlielich Weiterverarbeitet werden. AuRerdem kann
unter Verwendung von Lectinen aus Tomaten oder Kartoffeln (Merkle,
Cummings, J. Biol. Chem. 26.2 (1987), 8179-8189) eine direkte Anreiche-
rung von EPO-Molekiilen mit einem hohen Anteil an N-Acetyl-Lactosamin-
Einheiten erfolgen. Bevorzugt werden solche Lectine z.B. in immobilisierter

Form eingesefzt. :

Ein weiterer Gegeﬁstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Erhéhung der

spezifischen Aktivitét"'e’iner EPO-Zusammensetzung, wobei man EPO-

Molekale in der Zusammensetzung anreichert, die _

(a}  einen hohen Anteil an tetraantennéren Kohlenhydratstrukturen,

(b)  eine groRe Anzahl von N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten,

(c) einen hohen Wert des Produkts aus der Anzahl von N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten und dem Sialins3uregehalt,

(d)  einen hohen Anteil von N-Acetyl-Lactosamin-Repeats oder/und
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(e) einen hohen Wert des Produkts aus dem Anteil von N-Acetyl-
Lactosamin-Repeats und dem Anteil an tetraantenniren Kohlenhy-

‘dratstrukturen aufweisen.

Diese Anreicherung kann durch eine oder mehrere der oben genannten
MaRnahmen (a), (b) und (c) erfolgen.

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachfolgenden Figuren

und Beispiele erldutert.

Es zeigen:

Figur 1: die Darstellung einer tetraantennéren AKohIenhydratstruktur mit
zusétzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten (Repeats) und
Sialinsauren, '

Figur 2:  den relativen Anteil einzelner EPO-Isoformen in Abhangigkeit

von den dem Kulturmedium zugesetzten Kohlenhydraten,

Figur 3: die biologische Aktivitat von EPO-Praparaten in Abhéngigkeit

von den dem Kulturmedium zugesetzten Kohlenhydraten und
Figur 4: die biologische Aktivitdt von EPO-Isoformen in Abhéngigkeit

vom Anteil der N-Acetyl-Lactosamin-Repeat-Einheiten.
Beispiel 1  Aufreinigung von EPO aus Kulturiiberstinden von Zellinien

Im wesentlichen wurden zur Aufreinigung von EPO aus Zellkulturiber-
stdnden von humanen Zellen oder CHO-Zellen zwei Methoden verwendet,
die sich in Anzahl und Prinzip der Chromatogr’aphieséhritte unterschieden
und abhdngig von der Zusammensetzung des Mediums und der EPO-

Konzentration eingesetzt wurden:

Methode 1: 1. Schritt:  Blue-Sepharose-S3ule
2. Schritt:  Butyl-Sepharose-Saule

LRy
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3. Schritt: Hydroxyapatit-Saule
4, Schritt:  Aufkonzentrierung

Methode 2: 1. Schritt: Blue-Sepharose-Saule
2. Schritt: Hydroxyapatit-Saule
3. Schritt:  Aufkonzentrierung
(altemativer 3. Schritt: RP-HPLC)

Beispiel fiir eine Aufreinigung eines Hela S3-Zellkulturiberstandes mit 2 %

(v/v) fotalem Kélberserum (FKS) nach Methode 1:

1. Blue Sepharose-Saule:

Eine 5 ml_Hi-Trap-Blue-Séule (Blue-Sepharose-Fertigsaule von Phérmacia)
wurde mit mindestens 5 Saulenvolumina (SV) Puffer A (20 mM Tris-HCI,
pH, 7,0; .5 mM CaCl,; 100 mM NaCl) &quilibriert. AnschlieRend wurden
70 ml Hela-Zelliberstand (ca. 245 yg EPO und 70-100 mg Gesamtprotein
enthaltehd) Gber Nacht bei einem FluR von 0,5 mi/min im Kreislaufverfahren

aufgezogen.

Die Saule wurdé mit mindestens 5 SV Puffer B (20mM Tris-HCI, pH 7,0;
5 mM CaCl,; 250 mM NaCl) und mindestens 5 SV Puffer C (20mM Tris-
HCI, pH 7,0; 0,2 mM CaCl,, 250 mM NaCl) bei 0,5 ml/min gewaschen. Der

'Wascherfolg wurde Uber die Messung des Proteingehalts bei 0D280

verfolgt.

Die Elution von EPO erfolgte mit Puffer D (100 mM Tris-HCI, pH 7,0;
0,2 mM CaCl,; 2 M NaCl) bei einem FluR von 0,5 ml/min. Die Elutions-

I6sung wurde in 1-2 ml Fraktionen gesammelt.

Der'EPO-Gehalt der Fraktionen, der Waschldsungen und des Durchlaufs
wurden Gber Reverse-Phase (RP}-HPLC durch Auftrag eines Aliquots auf
eine POROS R2/H-Saule (Boehringer Mannheim) bestimmt. Alternativ wurde
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zur qualitativen Identifizierung EPO-haltiger Fraktionen ein immunologischer
Dotblot durchgefthrt.

EPO-haltige Fraktionen der Elution (8-12 ml) wurden gepoolt und auf eine

Butyl-Sepharose-Saule aufgetragen.

‘Die Ausbeute nach der Blue-Sepharose-Saule betrug ca. 175 pg EPO

(entspricht ca. 70%). Im Allgemeinen betrug die Ausbeute nach Blue-

Sepharose zwischen 50-75%.

2. Butyl-Sepharose-Séule (Hvdrophobe-lntéraktions-Chromatoqraphie)

Eine selbsthergestellte 2-3 m! Butyl-Sepharose-Séule (Material: Toyopearl
Butyl S650) wurde mit mindestens 5 SV Puffer D (100 mM Tris-HCl,
pH 7,0; 0,2 mM CaCl,; 2 M NaCl) aquilibriert und anschlieRend der EPO-
haltige Blue-Sepharose-Pool aus 1. {(ca. 150 pg EPO) bei einem FluR von
0,5 ml/min aufgezogen. ‘ ‘

Die Saule wurde mit mindestens 5 SV Puffer E (20 mM Tris-HCI, pH 7,0;
2 M NaCl und 10 % Isopropanol) bei 0,5 ml/min gewaschen. Der Wasch-
erfolg wurde Gber die Messung des Proteingehalts bei OD280 verfolgt.

Die Elution von EPO erfolgte mit Puffer F (20 mM Tris-HCI, pH 7,0; 2 M
NaCl und 20 % Isopropanol) bei Raumtemperatur und einem FluR von

0.5 ml/min. Die Elutionsldsung wurde in 1-2 ml Fraktionen gesammelt.

Der EPO-Gehalt der Fraktionen, der Waschlésungen und des Durchlaufs
wurden ber RP-HPLC durch Auftrag eines Aliquots auf eine POROS R2/H-
Séule bestimmt. Alternativ. wurde zur qualitativen Identifizierung EPO-

haltiger Fraktionen ein immunologischer Dotblot durchgefahrt.
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EPO-haltige Fraktionen der Eiution (10-15 ml}) wurden gepoolt und auf eine

Hydroxy-apatit-Saule aufgetragen.
Die Ausbeute der Butyl-Sepharose-Siaule betrug ca. 130 ug EPO (entspricht |
ca. 85 %). I'm AIIgemeinen betrug die Ausbeute der Butyl-Sepharose

zwischen 60;85% vom Auftrag der Biue-Sepharose-Pools.

3. Hvdroxyapatit-Saule

Eine 5 mi Hydroxyapatit—Séule (Econo-Pac CHT lI-Fertigsaule von BioRAD)
wurdg mit mindestens 5 SV Puffer F '(20 mM Tris-HCI, pH 7,0; 2 M NaCl;
20% Isopropanol) équflibrie'rt und anschlieRend der EPO-haltige Butyl-
Sepharose-Pool aus 2. (ca. 125 ug E_PO) bei einem FluB von 0,5 mi/min

aufgezogen.

Die Saule wurde mit mindestens 5 SV Puffer G (20 mM Tris-HCI, pH 7,0;
2 M NaCl) bei 0,5 ml/min gewaschen. Der Wascherfolg wurde Gber die
Messung des Proteingehalts bei 0D280 verfolgt.

Die Elution von EPO erfolgté mit Puffer H (10 mM Na-Ph_osphat, pH 7,0;
80 mM NaCl) bei einem FluB von 0,5 mi/min. Die Elutionslésung wurde in

1-2 ml Fraktionen gesammeit. -

Der EPO-Gehalt der Fraktionen, der Waschlésungen und des Durchiaufs
wurden Ober RP-HPLC durch Auftrag eines Aliquots auf eine POROS R2/H-

Séaule bestimmt.

EPO-haltige Fraktionen der Elution (3:6 ml) wurden gepoolt. Die Ausbeute
der Hydroxyapatit-Séule betrug ca. 80 pyg EPO (entspricht ca. 60%). Im
Allgemeinen betrug die Ausbeute der Hydroxyapatit-Saule zwischen 50-

65% vom Auftrag der Butyl-Sepharose-Pools.
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4. Aufkonzentrierung

Die gepoolten EPO-Fraktionen aus dem Hydroxyapatit-Schritt wurden in
Zentrifugationseinheiten mit einer AusschlugréRe von 10kD{z.B. Microsep
von Filtron) auf eine Konzentration von 0,1-0,5 mg/ml aufkonzentriert, mit

0,01% Tween 20 versetzt und in Aliquots bei -20°C gelagert.

Ausbeuteschema:
EPO (ug) Ausbeute (%)
Ausgang 245 ; 100 |
Blue-Sepharose | 175 70
Butyl-’Sepharose-Séule 130 53
Hydroxyapatit-Saule 80 . 33
Aufkonzentrierung 60 25

Die Reinheit des isolierten EPO war etwa > 90%, in der Regel sogar >
95%.

Zur Erhéhung der EPO-Ausbeute wurde auch die Methode 2 verwendet, bei
der der. Butyl-Sepharose-Schritt fehlte. Vor allem bei Zellkulturiberstinden
ohne oder mit 1% (v/v) FKS-Zusatz ist diese-Methode anwendbar und liefert
isoliertes EPO von ungeféhr gleicher Reinheit {30-95%). Die Anwesenheit
von 5 mM CaCl, im ff\quilibrierungspuffer (Puffer F) fur die Hydroxyapatit-
Séule flhrte bei dieser Methode zu einer verbesserten Bindung und damit
auch zu einem verbessert reproduzierbaren Elutionsverhalten von EPO beim
Hydroxyapatit-Schritt. Deshalb wurde bei Methode 2 bei prinzipiell gléichem
Ablauf wie Methode 1 mit foigenden Pﬁffern durchgefihrt:

1. Blue-Sepharose-Saule:
Aquilibrierpuffer (Puffer A): 20 mM Tris-HCI, pH 7,0;

5 mM CaCl,; 100 mM NaCl
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Waschpuffer 1 (Puffer B):
Waschpuffer 2 (Puffer C):

Elutionspuffer (Puffer D):

2. Hydroxyapatit-Séule

Aquilibrierpuffer (Puffer F):

Waschpuffer (Puffer G): -

Elutionspuffer (Puffer H):

PCT/EP98/07876
- -19- -

-~ 20 mM Tris-HCl, pH 7,0;

5 mM CaCl,; 250 mM NaCl
20'mM Tris-HCl, pH 7,0;

5 mM CaCl,,.250 mM NaCl
100 mM Tris-HCI, pH 7,0;
5 mM CaCl,; 2 M NaCl

50 mM Tris-HCI, pH 7,0;

5 mM CaCl,; 1 M NaCl-

10 mM Tris-HCI, pH 7,0;

5 mM CaCl,; 80 mM NaCl

10 mM-Na-Phosphat, pH 7,0;

0,5 mM CaCl,; 80 mM NaCl

Ausbeuteschema:
EPO (ug) Ausbeute (%)
Ausgang 600 100
Blue-Sepharose 450 75
Hydroxyapatit-Saule 335 55
V'AufkonZentrierung 310 - 4 52

Der Zusatz von 5 mM CaCIz'in die Puffer C bis G bei Methode 1 fiihrte

Hydroxyapatit-Saule.

. ebenfalls zu einer besseren Bindung und definierteren Elution von der

Alternativ bzw. zusétzlich kénnen far die Aufreinigung von EPO noch

folgende Schritte verwendet werden:

- RP-HPLC z.B. mit Vydac C4-Material

- DEAE-Sepharose ff Chromatographie

- Diafiltration
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Beispiel 2: = Aufreinigung von EPO aus Kulturiiberstinden unter Erhalt der
Isoformen 1 - 8 {Vergleich)

1. Ausgangsmaterial

EPO aus Saugerzellen, z.B. CHO- oder humanen Zellen, wurde nach einem

" Repeated-Batch-Verfahren fermentiert. Ein 10001 Fermenter wurde mit einer

Vorkultur angeimpft und nach ca. 3 bis 5 Tagen der Fermenterinhalt
geerntet. Nach der Ernte wurden die Zellen aus der Fermentationsbriihe
durch Abzentr_ifugieren entfernt. Der zellfreie Kulturiberstand wird mit 1

mol/l Essigséure auf pH 5.0 - 5.2 eingestellt und bei 1 - 9 °C filtriert. .
2. Blue-Sepharose-Chromatographie

Eine Chromatographiesdule (Amicon P440 x 500, Amicon, GB) wurde mit
60 - 80 | Blue Sepharose gefullt und mit 0,5 N NaOH regeneriert. An-
schlieRBend wurde die Saule mit ca. 3 Saulenvolumina (SV) Acetatpuffer

aquilibriert.

Der zellfreie, auf pH 5 eingestelite Kulturiiberstand wurde bei einer

A Temperatur von 10 = 5 °C und einer FluRrate von 800 - 1400 mi/min auf

die Saule aufgezogen. Die Siule wurde b"éimgleicher FluRrateund 5 + 4 °C
mit ca. 1. SV Waschpuffer 1 nachgewaschen. Dann folgten ca. 2 SV
Waschpuffer 2. AnschlieRend wurde die Saule mit ca. 3 SV Elutionspuffer

eluiert. Der gesamte Protein‘peak wurde gesammelt (ca. 30 - 60 1), mit.HCI '

auf pH 6.9 eingestellt und Abis zur Weiterverarbeitung bei 5 + 4°C gelagert.
Bei diesem Chromatograhieschritt wurde die Produktlésung konzentriertund

eine Reinheit von ca. 40 - 50 % erreicht.

Aquilibrierpuffer: 20 mM Na-Acetat, 5 mM CaCl,, 0,1 M NaCl,
pH 5.0 £ 0.2

e
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Waschpuffer 1: - 20 mM Na-Acetat, 5 mM CaCl,, 0,25 M NaCl,

PH 5.0 £ 0.2
Waschpuffer 2. 20 mM Tris HCI, 5 mM CaCl,, pH 6.5 + 0.3
Elutionspuffer: 100 mM Tris HCI, 5 mM CaCl,, 1' M NaCl, pH 9.0 + 0.2,

3. Butyl-Toyopearl-Chromatographie (Hydrophobe Chromatographie) .

Eine Chromatographieséule (Pharmacia BPG 300/500) wurde mit 30 - 40 |
Butyl-Toyopear! geflllt und mit 4 M Guanidin-HCl und 0,5 N NaOH
regeneriert. AnschlieBend wurde die Saule mit mindestens 3 SV Aquilibrier-

puffer aquilibriert.

Das Eluat der Blue Sépharose-Séule wurde auf 10 % Isopropanol eingestelit
und bei einer Temperatur von 27 + 2 °C und einer FluRrate von 800 -
1200 ml/min auf die Sadule aufgezogen. Die Saule wurde bei gleicher
Temperatur und FluBrate mit ca. 1 SV Aquilibrierpuffer und dann mit ca. 2
SV Waschpuffer nachgewaschen. AnschlieRend wurde sie mit ca. 3 SV
Elutionspuffer'eluiert. Der gesamte Proteinpeak wird.ge-sammelt (ca.10-18
), sofort mit Verdinnungspuffer um der;a Faktor 3 verdinnt und bis zur
Weiterverarbeitung bei 15°C gelagert. Bei dieser Chromatographie wurde

eine Reinheit von ca. 90 % erreicht.

Aquilibrierpuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, 0,75 M NaCl,

10 % lIsopropanol, pH 6.9 + 0.2

Waschpuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl2, 0,75 M NaCl,
. 19 % Isopropanol, pH 6.9 + 0.2

Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, 0,75 M NaCl,

27 % Isdpropanol, pH 6.9 £ 0.2
Verdinnungspuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, pH 6.9 £ 0.2
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4. Hydroxyapatit Ultrogel-Chromatographie

- Eine Chromatographieséule (Amicon P440 x 500 oder Aquivalent) wurde

mit 30 - 40 | Hydroxyapatit Ultroge.l gepackt und mit 0,5 N NaOH regene-
riert. Anschliefend wurde die Saule mit mindestens 4 SV Aquilibrierpuffer

aquilibriert.

Das Eluat der Butyl-Toyopearl Saule wurde bei einer Temperatur von ca.

15°C und einer FluBrate von 500 - 1200 ml/min auf die Siule aufgezogen.

-Die Saule wurde bei gleicher Temperatur und FluBraté mit ca. 1 SV Aquili-

brierpuffer und dann mit ca. 2 SV Waschpuffer nachgewaschen. An-
schlieRend wurde sie mit ca. 3 SV E‘Iutionspuf.fer elui-ert. Der gesamte
Proteinpeak wurde gesammelt (ca. 10 - 18 |) und bis zur WéiterVerarbeitung
bei 15°C gelagert. Bei dieser Chromatographie wurde eine Reinheit von

mehr als 95 % erreicht.

Aqdilibrierpuffer: 20mM Tns~HCI 5 mM CaCl,, 0,25 M NaCl, 9 % Isopro-
' panol, pH 6.9 + 0.2

Waschpuffer: 10 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl,, pH 6.8 + 0.2
Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI, 10 mM K-Phosphat, 0,5 mM CaCl,,
pH 6.8 + 0.2

5. Reversed Phase HPLC (RP-HPLC)

Eine prépa(rative HPLC wurde ‘mit einer Merck Prepbar 100-Trernanlage
(oder Aquivalent) bei einer Tempefatur von 22 * 4 °C durchgefihrt. Die
Trennsaule (100 mm x 400 mm, 3,2 1) war mit Vydac C4-Material gepackt.
Vor dem Einsatz wurde die Saule durch mehrfaches Anlegen eines Gradien-
ten von Puffer A nach 100 % Losungsmnttel regeneriert und anschlieRend

mit Puffer A aquilibriert,
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Das Eluat der Hydroxyapatit-Saule wurde mit Trifluoressigsaure auf ca. pH
2.5 angeséuert und sterilfiltriert. AnschlieRend wurde es bei einer Tempera-
tur von 22 + 4 °C und einer FluBrate von 250 - 310 ml/min auf die Séule
aufgezogen. Die Saule wurde bei gl'eicher Temperatur und FluRrate mit..
einem linearen Gradient von Puffer A nach Puffer B eluiert. Der Elutionspeak

wurde in Fraktionen aufgefangen. Durch Vorlegen von 4 Volumina HPLC- -

Verdinnungspuffer wurde das Eluat sofort neutralisiert.

" Fraktionen, die bei der analytischen HPLC eine Reinheit von mindestens

99 % aufweisen, wurden vereinigt {(Poolvolumen ca. 4 - 6 1). Bei dieser
Chrofnatographie wurden Spurenverunreinigungen abgetrennt und eine

Reinheit von besser 99 % erreicht.

Puffer A: 0,1 % Trifluoressigsaure in Wasser
Puffer B: 80 % Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsdure in Wasser
HPLC-Verdinnungspuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, pH 7.5 + 0.2

6. DEAE-Sepharose ff Chromatographie

Eine Chromatographieséule'(‘Am'icon P90 x 250 oder Aquivalent) wurde mit
100 - 200 ml Gel pro g EPO im Auftrag gefulit und mit 0,5 N NaOH regene-
riert. AnschlieBend wurde die Saule zundchst mit 100 mM Na/K-
Phosphatpuffer, pH 7.5 und dann mit mindestens 12 SV Aquilibrierpuffer
aquilibriert.

Das Eluat der HPLC-S&ule wurde bei einer Temperatur von & + 4 °C und
einer FluRrate von ca. 150 ml/min auf die Saule aufgezogen. Die Saule
wurde bei gleicher Temperatur und FluRrate mit mindestens 5 SV Aquili-
brierpuffer und dann mit ca. 10 SV Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend
wurde sie erneut mit ca. 10 SV Aquilibrierpuffer gewaschen und dann mit
ca. 7 SV Elutionspuffer eluiert. Der gesamte Proteinpeak wurde gesammelt

(ca. 2 - 5 1), sterilfiltriert und abgefuilt.
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Bei dieser Chromatographie wurde das Losungsmittel aus dem HPLC-Schritt

abgetrennt und Spurenverunreinigungen entfernt. Die Reinheit ist besser
99%.

Aquilibrierpuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, pH 7.5 + 0.2
Waschpuffer: 30 mM Na-Acetat, pH 4.5 + 0.1

" Elutionspuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, 80 mM NaCl pH 7.5 + 0.2

Beispiel 3: Aufreinigung von EPO aus Kulturiiberstinden unter Erhalt der

Isoformen 1 - 4 (Erfindung)

1. Ausgangsmaterial

"EPO aus Saugerzellen, z.B. CHO- oder humanen Zellen, wurde nach dem

Repeated-Batch-Verfahren fermentiert. Ein 10 | Fermenter wurde mit einer
Vorkultur angeimpft und nach ca. 5 Tagen der Fermenterinhalt geerntet.
Nach der Ernte wurden die Zellen aus der Fermentationsbriithe durch Abzen-
trifugieren entfernt. Der =zellfreie KulturGberstand wurde mit 1 mol/i

Essigséure auf pH 5.0 - 5.2 eingestellt und bei 1 - 9 °C filtriert.

2. Blue-Sepharose-Chromatographie

Eine geeignete Chromatographiesdule wurde mit 150 - 250 ml Blue-

: Seﬂpharose geflllt und mit 0,5 N NaOH regeneriert. AnschlieBend wurde die

Saule mit ca. 3 Saulenvolumina (SV) Acetatpuffer dquilibriert.

Der zellfreie, auf pH 5 eingestelite Kulturiberstand wurde bei einer Tempera-
tur von 10 % 5 °C und einer FluBrate von 1 - 2 SV/h auf die Saule
aufgezogen. Die Saule wurde bei gleicher FluRrate und 5 + 4 °C mit ca. 1
SV Waschpuffer 1 nachgewaschen. Dann folgten ca. 2 SV Waschpuffer 2.
AnschlieRend wurde die Saule mit ca. 3 - 6 SV Elutionspuffer eluiert. Der

Proteinpeak wurde fraktioniert gesammelt. Nach CE-Analytik wurden
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geeignete Fraktionen gepoolt, mit HCI auf pH 6.9 eingestellt und bis zur
Weiterverarbeitung bei 5 = 4 °C gelagert. Bei diesem Chromatograhie-

schritt wurde die Produktlosung konzentriert und Verunreinigungen, sowie

basische Isoformen abgetrennt.

Aquilibrierpuffer: 20 mM Na-Acetat, 5 mM CaCl,, 0,1 M NaCl, pH 5.0 +
0.2 .

Waschpuffer 1: 20 mM Na-Acetat, 5 mM CaCl,, 0,25 M NaCl, pH 5.0
+ 0.2

Waschpuffer 2: 20 mM Tris HCI, 5 mM CaCl,, pH 6.5 + 0.3

Elutionspuffer: 50 mM Tris HCI, 56 mM CaCl,, 0,25 M NaCl, pH 8.0 *

0.2
3. Butyl-Toyopearl-Chromatographie (hydrophobe Chromatographie)

Eine geeignete Chromatographiesdule wurde mit 200 - 300 ml Butle
Toyopeari gefillt und mit 4 M Guanidin-HCl und 0,5 N NaOH regeneriert.
AnschiieBend wurde die Saule mit mindestens 3 SV Aquilibrierpuffer

aquilibriert.

Das Eluat der Blue Sepharose-Saule wurde auf 10 % Isopropanol eingestelit
und bei einer Temperatur von 27 + 2 °C und einer FluRrate von 1 - 2 SV/h

auf die.Saule aufgezogen. Die Saule wurde bei gleicher Temperatur und

FluRrate mit ca. 1 SV Aquilibrierpuffer und dann mit ca. 2 SV Waschpuffer -

nachgewaschen. AnschlieBend wurde sie mit ca. 5 - 10 SV Elutionspuffer
eluiert. Von dem Proteinpeak wurden Fraktionen gesammelt und sofort mit

Verdinnungspuffer um den Faktor 3 verdiinnt. Nach CE-Analytik wurden

geeignete Fraktionen gepoolt und bis zur Weiterverarbeitung bei 15°C gela--

gert. Bei dieser Chromatographie wurden weitere basische Isoformen

abgetrennt und eine Reinheit von > 80 % erreicht.
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Aquilibrierpuffer: 20 mM Tris-HCIl, 5 mM CaCl,, 0,2 M NaCl, 10 %
Isopropanol, pH 6.9 + 0.2
Waschpuffer: 20 mM Tris—HC!, 5 mM CaCl,, O,_2 M NaCl, 17 %
’Isopropanol, pH 6_.9. + 0.2 |
Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, 0,2 M NaCl,
23 % lsopropanol, pH 6.9 + 0.2

‘ Verdi‘mnungspuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, pH 6.9 + 0.2

4. Hydroxyapatit Ultrogel-Chromatographie

Eine geeignete Chromatographiesédule wurde mit 150 - 200 ml Hydroxyapa-

tit Ultrogel gepackt und mit 0,5 N NaOH regeneriert. AnschlieRend wurde

die Saule mit mindestens 4 SV Aquilibrierpuffer aquilibriert.

Das Eluat der Butyl-Toyobeérl Séaule wurde bei einer Temperatur von ca.
15°C und einer FluRrate von 1 - 2 SV/h auf die Saule aufgezogen. Die Saule .
wurde bei gleicher Temperatur und FluRrate mit ca.-1 SV Aquilibrierpuffer
und dann mit ca. 2 SV Waschpuffer nachgewaschen. AnschlieRend wurde
sie mit ca. 3 SV Elutionspuffer eluiert. Der gesamte Proteinpeak wurde
gesammelt und bis zur Weiterverarbeitung bei 15°C gelagert. Bei dieser

Chromatographie wurde eine Reinheit von besser 95 % erreicht.

Aquilibrierpuffer: 20 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, 0,06 M NaCl, 7,5 %
‘ Isopropanol, pH 6.9 + 0.2
Waschpuffer: 10 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, pH 6.8 + 0.2

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI,_ 10 mM K-Phosphat, 0,5 mM CaCl,,

pH 6.8 + 0.2
5. Reversed Phase HPLC (RP-HPLC)

Eine semipréparative HPLC wurde mit einer Vydac C4 - Trennsaule {20 mm

x 250 mm, ca. 80 ml) bei einer Temperatur von 22 + 4 °C durchgefiihrt.
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Vor dem Einsatz wurde die Saule durch mehrfaches Anlegen eines

Gradienten von Puffer A nach 100 % Lésungsmittel regeneriert und

anschlieBend mit Puffer A aquilibriert.

Das Eluat der Hydroxyapatit-Saule wurde bei einer Temperatur von 22 +

4°C und einer FluRrate von 8 - 15 ml/min auf die Saule aufgezogen. Die

'Saule wurde bei gleicher Temperatur und Flufdrate mit einem linearen

Gradienten von Puffer A nach Puffer B gemaR folgendem HPLC-Protokoll
eluiert. Der Elutionspeak wurde in Fraktionen aufgefangen. Durch Vorlegen

von 4 Volumina HPLC-Verdlinnungspuffer wurde das Eluat sofort verdinnt.

HPLC-Protokoll:

Zeit (min) Schritt %l Puffer A {viv) | % Pﬁffer B (viv) |
Start
0.0 100 0
Wasch 1
10,0 - , 100 0]
Wasch 2
20,0 N 50 50
‘Wasch 3 und Elutioh (*)
160,0 S ¢ 100
‘ Nachwasch
170,0 0 100
Zurickstellen auf Ausgangsbedingungen
1710 100 0

*) Wasch 3 und Elutionsbedingungen: Gradient von 50% Puffer B nach 100%
Puffer B'in 50 bis 200 min, bevorzugt 140 min.

- Fraktionen, die bei der analytischen HPLC eine Reinheit von mindestens

99% aufweisen und nach CE-Analytik geeignet sind, wurden vereinigt. Bei
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dieser Chromatographie wurden Spurenverunreinigungen sowie Reste

basischer Isoformen abgetrennt und eine Reinheit von besser 99 % erreicht.

Puffer A: 10 mM NalK-Phosphat,_pH?.O. + 0.2
Puffer B: 10 mM Na/K-Phosphat, 80 % Acetonitril, pH '7.-0
+ 0.2 | ‘
HPLC-Verdlinnungspuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, 100 mM NacCl,

| pH 7.5 + 0.2

6. Diafiltration

Eine Diafiltrationsappar'_atur geeigneter GroRe. wurde mit einer 10 kD
Kassette bestiickt und mit 1 N NaOH regeneriert. AnschlieRend wurde die

Apparatur mit Bulkpuffer laugefrei gespalt. . .

Das Eluat der HPLC-S&aule wurde bei einer Temperatur von 5§ + 4 °C
konzentriert und gegen 10 Volumina an Bulkpuffer diafiltriert. Die Endkon-

zentration solite zwiéchen 1 - 3 mg/ml betragen.

Dieser Schrittdient zur Entfernung von Lésungsmittelresten aus dem HPLC-
Schritt, zur Einstellung der erforderlichen Bulkpufferbedingungen und
Produktkonzentration des Bulk-Wirkstoffs.

Bulkpuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, 100 mM NaCl, pH 7.5 + 0.2
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Beispiel 4 . Bestimmung der sbeziﬁschen Aktivitdt von EPO in vivo

(Bioassay an der normozythéamischen Maus)

Die dosisabhéngige Aktivitit von EPO auf die Vermehrung und Differenzie-

rung von Erythrozyten-Vorlduferzellen wurde in vivo in Mdusen Gber den

Anstieg der Reticulocyten im Blut nach EPO-Gabe bestimmt.

Hierzu wurden jeweils acht Mausen verschiedene Dosen der zu analysieren-
den EPO-Probe und eines EPO-Standards (abgeglichen gegen den EPO-
WHO-Standard) parenteral verabreicht. Die Mause wurden anschlie@end

unter konstanten definierten Bedingungen gehalten. 4 Tage nach EPO-Gabe

“wurde den Mausen Blut entnommen und die Reticulocyten mit Acridin-

orange angefdrbt. Die Bestimmung der Reticulocytenzahl pro 30 000
Erythrbcyten erfolgte mikrofluorimetrisch im DurchfluRcytometer durch

Analyse des Rotfluoreszenz-Histogramms.

Die Berechnung der biologischen Aktivitat erfolgte aus den Werten fir die
Reticulocytenzahlen der Probe und des Standards bei unterschiedlichen
Dosen nach dem von Linder beschriebenen Verfahren der ,paarwéisen
Gehaltsbestimmung mit parallelen Geraden {Linder, Planc_an und Auswerten

von Versuchen, 3. Auflage, 1969, Birkenhauser Verlag, Basel).

Bei der Aufreinigung von EPO aus Kulturiiberstinden von in serumfreiem
Medium kultivierten CHO-Zellen wurden die EPO-Préparate CHO 1, CHO 2
bzw. CHO 3 erhalten, welche eine biologische Aktivitit von 248 000 (CHO
1), 225 000 (CHO 2) bzw. 186 000 IU/mg (CHO 3) hatten. In vier Ansat-
zen, bei denen EPO aus Kulturtbersténden von humanen Zellen aufgereinigt
wurde, erhielt man Produkte mit spezifischen Aktivititen von 220 000 °
(HeLa 1), 198 000 (Hela 2), 204 000 (Hela 3), 176 000 (Hela 4) bzw.
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100 000 IU/mg (HelLa 5). Die Korrelation der Werte fur die biologische

Aktivitdt mit Parametern der Zuckerstruktur ist in Beispiel 11 angegeben.

Beispiel 5 Bestimmung des Gehalts an Sialinsaureresten

" Die Bestimmung des Sialinsauregehaltes erfolgte chromatographisch Gber

HPAEC-PAD (High pH Anion Exchange Chromatography mit Pulsed

Amperometric Detection) auf einem Dionex System nach enzymatischer

- Abspaltung der Sialinsduren mit Neuraminidase aus Arthrobacter ureafaciens

(A. ureaf., Boéhringer Mannheim).

Ansitze mit je 22 pyg EPO aus verschiedeneﬁ Praparationen aus CHO- und
human:en Zellinien (z.B. Hela S3) wurden auf eine EPO-Konzentration von
0,2 mg/ml in 5 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2 eingestellt. Je eine Halfte
jedes Ansatzes wurde far die genaue Bestimmung der EPO Menge Uber RP-

HPLC verwendet. Zur 2. Hélfte der Ansédtze wurden je 5 mM U Neuramini-

~ dase von A. ureaf. gegeben und Gber Nacht (ca. 18 h) bei 37°C inkubiert.

Anschlief3end wurden die Verdauanséatze halbiert, 20-fach auf 500 ul mit
H,0 verdinnt und 50 ul davon (entspricht ca. 27 pmol EPO) auf das Dionex

System aufgetragen. Hierzu wurden folgende Chromatographie-Parameter

verwendet:
Saule: CarboPac PA 100

~ FluR3: 1,0 ml/min

Detektorempfindlichkeit: 300 nA '
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'Gradfent: ) t {min) % Puffer B

‘ 0 17

7 ' 17
9 | 100
5 ' 12 100

| | 13 o
- 20 0
Puffer A: 0,1 M NaOH
Puffer B: 0,1 M NaOH; 0,5 M Na-Acetat

10
Die Menge an Sialinséuren in der aufgetragenen Probe wurde mit Hilfe einer
Eichgerade, die aus Werten eines mitgefihrten Sialinsdurestandards
(Boehringer Mannheim) erhalten wurde, ermittelt. Der Sialinsduregehalt (mol
Sialinsdure/mol EPO) wurde aus dem Ergebnis der Sialinsdurebestimmung

15 (Dionex Systerﬁ) und dervBestimmung der eingesetzten EPO-Menge Uber RP-
HPLC berechnet.

Das EPO aus CHO-Zellen hatte einen mittleren Gehalt von 12,9 mol (CHO
1),11.8 (CH"O 2) bzw. 11,7 mol (CHO 3) Sialinséure pro mol EPO. Die aus
20 humanen Zellen stammenden EPO-Praparationen hatten einen Anteit von
13,1 mol (Hela 1), 13,2 mol (HelLa 2), 13,3 mol {HeLa 3), 11,6 mol (Hela
4) bzw. 10,8 mol (Hela b) Sialinsaure pro mol EPO '(vgl. auch Beispiel 11).
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Beispiel 6 - Bestimmung der Anteile an bi-, tri- und tetraantennéren

Kohlenhydratstrukturen

Die Analytik der N-gebundenen KohlenhydratstruktUren'erfolgtga chromato- -
graphisch dber HPAEC-PAD auf einem Dionex System. Die asialo Oligo-

) saccharide von EPO-Praparationen aus CHO- und humanen Zellinien (z.B.

HelLa S3) wurden durch enzymatische Abspaltung mit N-Glycosidase F
(Boehringer Mannheim) und Neuraminidase aus A.ureaf. (Boehringer

Mannheim) gewonnen.

10 bzw; 30 pé EPO je Ansatz wurden mittels MicroCon-UItrézentrifugations—
e_inheiten (Amicon, AusschluRgréRe 10 kD) entsalzt und mit 10 mM Na-
Phosphat-Puffer, pH 7,2 auf eiﬁe Konzentration von 0,2 bzw. 0,3 mg/nﬂ
eingestellt. AnschlieBénd wurde jeder Ansatz mit 1 U N-Glycosidase F und
10 mU Neuraminidase versetzt und Gber Nacht (ca 18 h) bei 37°C inkubiert.
Zur Abtrennuhg des EPO-Polypeptidanteils vonden abgespaltenen Oligosac-
chariden wurden die Ansétzeé nach der Inkubation durch Ultrafree-Zen-

trifu‘gationéeinheiten (Millipore, AusschiuRgroRe 10kD) zentrifugiertund das

‘Ultrafree-Device zweimal mit 20 ¢l H,0 nachgewaschen. Die im Durchiauf

enthaltenen Oligosaccharide wurden mit H,0 auf 150 ul aufgefilit und 100
ul davon auf dem Dionex. System analysiert. Hierzu wurden folgende

Chromatographie-Parameter ‘verwendet:

Saule: CarboPac PA 100
FluR: 1,0 mi/min .

Detektorempfindlichkeit: 300 nA
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Gradient: ' t (min) % Puffer B
| 0 : 0]
2 0
60 10
62 100
67 100
t (min) % Puffer B
69 o
80 '. 0
Puffer A: 0,1 M NaOH
Puffer B: - 0,1 M NaOH; 0,5 M Na-Acetat

Die Identifikation der Peaks in einem Chromatogramm von N-Zuckern des
komplexen Typs erfolgte durch Standard-Oligosaccharide (Oxford Glyco Sy-
stems) und wurde durch den enzyma’tiéchen Verdau der Oligosaccharide
von EPO mit dem Enzym Endo-B-Galactosidase bzw. Fucosidase und
anschlieBender Analytik auf dem Dionex System verifiziert. Dié Berechnung
der prozentualen Anteile an bi-, tri- und tetraantenndren Strukturen erfolgte
Gber die Fidchen der Peaks, die die entsprechende N-Zuckerstruktur
reprasentieren, bezogen auf die Gesamtpeakflache (Summe der Peakflachen

von bi-, tri- und tetraantennaren Strukturen).

Das aus CHO-Zellen stammende EPO hatte einen Anteil von 4,2%
biantennaren Kohlenhydratstrukturen, 22,3% triantennéaren Kohlenhydrat-

strukturen'und 73,5% tetraantennaren Kohlenhydratstrukturen {CHO3) bzw.
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_einen Anteil von 86,7% tetraantenndren Kohlenhydratstrukturen in Praparat

CHO 1 und 78,6% in CHO 2. Bei den Praparationen von EPO aus humanen
Zellinien wurden Anteile an biantennaren/triantennaren/tetraantennéren
Strukturen fur Hela 1 von 5,8/8,8/85,4 %, fir Hela 2 von

5,1/12,7182,2%, fur HeLa 3 von 4,1/17,7/78,2%, fir Hela 4 von' ‘

10,1/18,2/70,6% und fir HelLa 5 von 12,6/25,4/62% erhalten (vgl. auch

" Beispiel 11).

Beispiel 7 . Bestimmung des mittleren Gehalts an N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten und des mittleren Anteils an zusétzlichen N-Acetyl-

Lactosamin-Einheiten (Repeats)

Die Gesamtzahl an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten in den N-gebundenen
Kohlenhydratstrukturen von EPO (d.h. in den Core-Kohlenhydratstrukturen
plus Repeats) wurde aus den Peakflichen der Chromatogramme der

Experimente von Beispiel 6 berechnet.

Die Berechnung der Anzahl des mittleren Gehalts (n) von N-Acetyl-Lactosa-

min-Einheiten pro Kohlenhydratkette war wie folgt.

n= | T % (bi)x2+ % (tr) x3+ % (tetra) x4+ %
(tri+ 1r)x4+ % (tetra+1r) xb6+ % (tri+2r}x5+%
(tetra + 2r)x6 ' ' ‘

wobei

% (bi) = prozentualer Anteil biantennarer Strukfuren bezogen’

auf die Gesamtmenge (100%) von N-gebundenen

Kohlenhydratstrukturen

% (tri) = prozentualer Anteil triantenndrer Strukturen ohne

zusatzliche N-Acetyl-L'aciosamin-Einheit

JETIISPI S
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% (tetra)= . prozentualer Anteil tetraantennarer Strukturen ohne

zusatzliche N-AcetyI-Lactosamiri-Einheit

% (tri+ 1r)= prozentualer Anteil triantennédrer Strukturen mit 1

zusatzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheit

% (tetra+1r)= prozentualer Anteil tetraantennarer Strukturen mit 1 ,

zusétzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheit

% {tri+ 2r)= prozentualer Anteil ‘triantenndrer Strukturen mit 2

zuséatzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten

% (tetra+ 2r) = prozentualer Anteil tetraantennérer Strukturen mit 2

" zusétzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten.

Bei EPO aus CHO-Zellen wurde eine mittlere Anzahl von 4,3 (CHO 1), 4,4
(CHO 2) bzw. 4,2 (CHO 3) N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten pro Kohienhy-
dratkette gefunden. Bei den EPO-Préaparationen aus humanen Zellen wurde
eine Anzahl an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten von 4,0 (Hela 1), 4,0 (Hela
2)," 3,9 (Hela 3), 3,75 (HelLa 4) bzw. 3,6 {HelLa 5) gefunden (vgl. auch
Beispiel 11). |

" Aufgrund der Tatsache, daR EPO 3 N-gebundene Zuckerstrukturen enthilt,

ist die Gesamtzahl an N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten um das 3-fache
grolRer. Bezogen auf:die Gesamtglycosilierung von EPO betrdgt die Anzahi
der N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bei EPO aus CHO-Zellen deshalb 12,9
('CHO 1), 13,2 (CHO 2) bzw. 12,6 (CHO 3). Bei de.n EPO-Préparaten aus
humanen Zellen waren die entsprec-hend.en Werte 12,0 (Hela 1), 11,9
{Hela 2), 11,7 (HelLa 3), 11,25 (HeLé 4) und 10,8 (Hela 5).

Das Produkt aus Anzahl der N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten pro Kohlenhy-
dratstruktur multipliziert mit dem jeweiligen Sialinsduregehalt ergab bei EPO
aus CHO-Zellen Werte von 55,5 (CHO 1), 52 (CHO 2) bzw. 48,3 (CHO 3).
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Bei den EPO-Praparaten aus humanen Zellen waren die entsprechenden
Werte 52,4 (Hela 1), 52,5 (Hela 2), 51,3 (HelLa 3), 43,5 (HeLa 4) und
38,9 (Hela 5).

Bezogen auf die Gesamtglycosilierung von EPO (3 N-gebundene Kohlenhy- -

dratstrukturen) bétrégt das Produkt aus Anzahl der N-Acetyl-Lactosamin-

Einheiten, multipliziert mit dem jeweiligen Sialinsduregehalt bei EPO aus
CHO-Zellen 166,5 (CHO 1), 156 (CHO 2) bzw. 147,9 (CHO 3). Bei den

EPO-Praparaten aus humanen Zellen waren die entsprechenden Werte 157,2 |
(HeLa 1), 157,5 (Hela 2), 153,9 (HeLa 3), 130,5 (HeLa4) und 116,7 {Hela

5), vgl. auch Beispiel 11.

Ein weiterer wichtiger. Parameter ist der Anteil von N-Acetyl-Lactosamin-
Einheiten die als sogenannte Repeats an die Co_re-Kohlenhydrafstrukturen
gebunden sein kénnen (vgl. z.B. Fig. 1). Der Repeatgehalt wird als prozen-
tualer Anteil der repeathaltigen Kohlenhydratstrukturen bezogen auf die
Summe aller N-gebundenen Kohlenhydratstrukturen (bi + tri + tetra = 100%)

angegeben.

Dieser Anteil von Repeats kann bei EPO-Préparaten aus CHO-Zellen und aus
humanen Zellen unterschiedlich sein. So wurden fur die Préparate aus CHO- .
Zellen Repeatsanteile von 33,6% (CHO 1), 51 % (CHO 2).bzw. 36,8% (CHO

3). FOr die Praparate aus humanen Zellen wurden die Repeatahteile von

- 18% (Hela 1), 16,5% (Hela 2), 14,0% (HelLa 3), 12,2% (Hela 4) und

9,8% (HelLa 5) bestimmt {vgl. Beispiel 11).
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Beispiel 8: . Beeinflussung der biologischen Aktivitit von EPO
durch kontrollierte und bedarfsgerechte Zufiitterung

Die Kultivierungen wurden als wiederholt satzweiser Betrieb mit

5 bedarfsgerechter Zufltterung (Repeated 'Fed Batch) bei einer Terﬁperatur )
von 36,5 °C durchgefihrt. Dazu wurde in einem gerthrten Fermenter
(Gesamtarbeitsvolumen: 10 L) serumfreies proteinarmes Kulturmedium
vorgelegt und einmalig mit einer Inokulumskultur beimpft. Die Zelldichte

~ nach Beimpfen lag im Bereich 3; 1x10% lebende Zellen/ml.
10

Nach einer Wachstumsphase von 144 + 24 Stunden wufde ein Teil der
Kulturbriithe geerntet. Der Rest der Kulturbrﬁhe verblieb im Fermenter und
stellte das Inokulum fir die nachste Wachstumsphase dar; dazu wurde
der Fermenter wieder bis zum Arbeitsvolumen mit frischem Medium

15 aufgefalit.

Der EPO-haltige Kulturtberstand wurde durch Zentrifugation der

Fermentationskultur erhalten.

20 Wihrend der Wachstumsphase wurde der kultur kontinuierlich Nahr-
‘.stofﬂésung zugefuhrt. Dazu wurde ein Vorratsgefa® mif Nahriésung an
den Fermenter gekoppelt. Die Nahrstofflosung enthielt Aminosauren,
Vitamine, Insulin, Spurenelemente, Salze, Glutamin und Kohlenhydrate.

Es wurden 2 Fermentationen wie folgt durchgefthrt:
25

Bei der Fermentation A enthielt die Nahrstoffldsung als Zucker D-(+)-
Glucose und bei der Fermentation B die Zucker D-( +)-Glucose, D-(+)-

Galactose und D-( +)-Mannose. Das Masseverhéltnis von Glutamin zu
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. den Zuckérn betrug bei Fermentation B 1:2,2:3,6:6. Die Konzentration

der einzelnen Zucker in der Nahrstofflésung lag zwischen 7,2 und 18 g/l

Die Glutaminkonzentration'in der Kultur wurde bei Fermentation B

periodisch analysiert und der Verbrauch berechnet. Der momentane

‘Volumenstrom der Nahrstofflésung wurde dem Bedarf der Zellen an

Nahrstoffen angepalt. Bei Fermentation A wurde die

~ Glutaminkonzentration nicht als RegelgroRe verwendet. Die

Néhfstofflbsung bei-der Fermentation B enthielt eine Mischung der Zucker
D-(+)Glucose, D-{+)Galactose und D-(+)Mannose im Massenverhaltnis
von 2:3:5. Wéhr‘ehd' der Kultivierung wurde durch entsprechende
Zufltterung die Konientration aller Zucker im Fermenter in einnem Bereich

von 2 bis 6 g/l gehalten.

' Die Zelldichte veranderte sich durch das Wachstum auf mehr als 20x10°

Zéllen/ml, typischerweise 30 + 10x10° Zellen/ml zum Erntezeitpunkt. Die
Konzentration an EPO betrug zum Erntezeitpunkt typischerweise 40+ 10

mag/l.

Aus geernteten Kulturbrﬁhen wurde die Konzentration an humanem Ery-
thropoietin z.B. durch ELISA bestimmt. Eine prozentuale Verteilung der

auftretenden Isoformen dieses Proteins wurden z.B. durch Trennung mittels

. Kapillarzonenelektrophorese (CZE) bestimmt.

" Tabelle 1 zeigt den Vergleich der EPO-Isoformenverteilung zwischen einer

Fermentation A mit Zufiitterung einer Nahrstofflosung mit Glucose und einer
Fe}mentation B mit kontrollierter und bedarfsgerechter iufﬁtterung einer
Néﬁrstofflc’isung mit Glucose, Mannose und Galactose. Der Anteil der EPO-
Isoformen bei Fermentation B wurde als prozentualer Anteil der

korrespondierenden Isoformen der Fermentation A berechnet. Letztere
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wurden - auf _jeweils 100% normiert. Die Daten belégen, daR die

erwunschten hoher glykosilierfen EPO-lsoformen 2-4 wahrend der

Fermentation gegentber der Fermentation A in maRgeblich hdheren Anteil

"vorliegen.

‘Tabelle 1:

Isoformbezeich- | 1 2 3 4 5 6 71 8
nung in der CZE

[%) | [%] | (%] | (%) | [%] | [%] %] | [%]

Fermentation A: nb. | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Zufiitterung mit :

Glucose

Fermentation B: nb. | 136 | 140 | 115 | .102 | 91 76 55
bedarfsgerechte

Zufutterung mit
Glucose, Mannose
und Galactose

n.b.= nicht bestimmbar, da Wert unter Nachweisgrenze
Das bei- Zufitterung erhaltene Isoformenmuster war bei vier aufeinand-
erfolgenden Ernten aus einer Fermentation mit kontrollierter und '

bedarfsgerechter Zufitterung der Nahrstofflosung reproduzierbar.

Beeinflussung der biologischen Aktivitét von EPO durch Ver-

dnderung der Kultivierungstemperatur

Die Durchfihrung erfolgte wie in Beispiel 8 (Fermentation B) beschrieben im

Fed-Splitbatch-Verfahren mit  kontrollierter und

bedarfsgerechter
Zufutterung, auler daB die Fermentertemperatur 35,0 °C anstelle von 36,5

°C betrug und die Fermentatio_n im 1000 | MaRstab durchgefOhrt wurde.



10

15

20

25

30

WO 99728346 : PCT/EP98/07876

-40 -

Tabelle 2 zeigt den Vergleich. der EPO-Isoformenverteilung zwischen einer
Fermentation C bei 36,5 °C und einer Fermentation D bei 35,0 °C jeweiis
mit kontrollierter Zufitterung einer Nahrstofflosung. Der Anteil der EPO-
Isoformen bei Eermentation D wurde als prozentualer Anteil der korrespon-
dierenden Isoformen der Fermentation C berechnet. Letztere wurden auf

jeweils 100 % normiert. Die Daten belegen, daR die sauren EPO-Isoformen’

- 2 bis 4 durch Absenkung der Temperatur maRgeblich angehoben werden.

Tabelle 2:
isoformbezeich- 1 1 2 3 | 4 5 | 6 | 7 8
nung in der CZE '
Relative %] | [%) | (%] | (%) | (%) | (%] | [%] | [%]
Isoformenverteilung )
Fermentation C: nb. | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Temperatur 36,5 °C:

Fermentation D: n.b. 131 | 116 | 110} 94 100 88 86
“Temperatur 35,0 °C: ‘

n.b.=  nicht bestimmbar, da Wert unter Nachweisgrenze

Beispiel 10: Beeinflussung der biolqgiscB;n Aktivitat von EPO durch Ver-

anderung der Kohlenhydratzusammensetzung im Medium

Das im folgenden dargelegte Verfahren belegt die Moglichkeit, die Qualitat
von humanem Erythropoietin durch Verdnderung des Kohlenhydratangebo-

tes im Zufitterungsmedium zu verdndern.

Es werden zwei Varianten des oben beschriebenen Verfahrens gezeigt

(nachfolgend Fermentation E und Fermentation F genannt), die sich durch

die Zusammensetzung der verwendeten Medien unterscheiden.
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Fur beide Ansatze basierte die Rezeptur des Kulturmediums auf modifizier-
tem eRDF-Medium. Es wurde kein Serum eingesetzt, sondern rekombinantes
Insulin (einziger Prot‘einzusatz) und weitere Supplemente (z.B. Selenit,
Putrescin, Hydrocortison, Eisensulfat), die ﬁblicheryveise bei serumfreien

bzw. proteinfreien Medien eingesétzt werden.

.Die Zufutterungs-Nahrlésung basiert ebenfalls auf modifiziertem eRDF-

Medium, enthalt jedoch nicht die Salze KCI, Na,HPO, und NaCl.

. Der maRgebliche Unterschied der Fermentationen E und F liegt im Zusatz

von verschiedenen Monosacchariden zum Zufutterungsmedium.

Fermentation E:

Es wurde fir Fermentation E der dblicherweise eingesetzte Zucker D-(+)-
Glucose verwendet. Die Startkonzentration betrug 3 g/l. Durch eine
geeignete Zufltterung der glucosehaltigen 'Néhrlésung wurde die-Glucose-
konzentration in der Kulturbrithe bei 3 + 0,5 g/l wihrend der gesamten Kultivierung

konstant gehalten.

Die Kultivierungsdauer lag typischerweise bei 100 + 20 h. Die Konzen-

tration an EPO betrug zum Erntezeitpunkt typischerweise 40+ 10 mg/l.

Fermentation F:

Fir die Fermentation F- Wurdeh zusatzlich zu D-( +)-Glucose die Zucker D-
(+)-Galactose und D-(+)-Mannose im Masseverhéltnis von ca. 1:2:3 far

das Zufltterungsmedium eingesetzt. Wahrend der Kultivierung wurde durch
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entsprechende Zufiitterung die Konzentration aller Zucker in einem Bereich

zwischen 0,25 g]l und 3,5 g/l gehalten.

Die Kultivierungsdauer fir diese Wachstum lag typischerweise bei 100 % 20

Stunden. Die Konzentration an EPO betrug zum Erntezeitpunkt typischer-

"~ weise 40+ 10 mgl/l.

Erythropoietin wurde aus den Kulturiberstanden aufgereinigt. Das durch-
gefhhrte Aufreinigungsverfahren war so ausgelegt (siehe Beispiel 2), da3 die
Vé_arteilung von relevanten Isoformen des Glykoproteins nicht beeinflult

wurde.

Die Isoformenverteilung des gereinigten Erythropoietin wurde wie zuvor

beschrieben bestimmt.

Die Kohlenhydratstrukturen der Isoformen von humanem Erythropoietin und
ihre Verteilung unterscheiden sich in den geernteten Kulturiiberstdnden von
Fermentation E zu Fermentation F. Die Fermentation E zeigt einen deutlich
héheren Anteil der Isoformen 2, 3 und 4 gegenuber Fermentation F. Diese
Unterschiede werden durch eine Zufiitterung der Monosaccharide Mannose

und Galactose bewirkt (vgl. Fig. 2).

Die biologische Aktivitét, bestimmt durch den Normo-Maus-Test {Beispiel
4), korreliert mit der Vértejlung und den Kohlenhydratstrukturen der EPO-
Isoformen (Fig. 3). Die Kohlenhydratstrukturen der aus den Kulturiber-
stdnden E und F erhaltenen EPO-Préparationen wurden mit CZE- und
HPAEC-Analytik untersucht. '
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l_n‘TabeIIe 3 sind die Antennaritat (Gehalt an Bi- Tri- und Tetrastrukturen),
der Gehalt an N-Acetyl-Lactosamineinheiten (LE), der Sialinsduregehalt (SA)
und das Produkt aus LE und SA der beiden EPO-Praparationen dargestelit.

Tabelle 3
bi | tri tetra SA- " LE- LExSA
(%] (%] (%) Gehalt Gehalt
FermentationE | 12,6 | 25,4 | 62,0 108 | 108 | 1167
FermentationF | 10,1 | 19,2 | 70,6 11,6 | 11,25 | 1305

Beispiel 11: Korrelation der spezifischen Aktivitit und Kohlenhydrat-

strukturen

In diesem Beispiel sind Untersuchungen zur Abhéngigkeit der biologischen
Aktivitat einzelner EPO-Isoformen von den Kohlenhydratstrukturen. zu-
sammengefalRt. Dabei wurden lIsoformen (IF) aus verschiedenen EPO-
Quellen (verschiedene Chargen von EPO"aﬁs CHO-Zellen und humanen

Zellen) isoliert und verglichen.
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11.1 lIsolierung individdeller Isoformen von EPO mittels isoelektrischer

Fokussierung (IEF) und Western Blot

A) Durchfuhrung der IEF-Gelelektrophorese und Elektroblottinq' adf :

Nitrozellulose

Zur Isolierung einzelner Isoformen in reiner Form wurde eine EPO-Lésung

bestehend aus einem Gemisch mehrerer Isoformen in Ultrafree-Zentrifuga-

. tionseinheiten entsalzt und aufkonzentriert (5-10 mg/ml). 350-1000 ug

- dieser Losung wurden auf ein- |IEF-Polyacrylamid-Fertiggel von Serva

(Servalyt Precotes, pH 3-5, 300 um, 125 x 125 mm) aufgetrage'n (in 5-10
Bahnen mit 70-100 ug-EPO pro Bahn). Die IEF wurde bei 2500 V far 3,5 h

bei 5°C durchgefihrt; anschlieBend'wurde das Gel auf Nitrozellulose

- geblottet (NaRblot in Tris/Glycin-Puffer mit Methanol, aber ghne SDS fir 3 h

bei 200 mA). Nach dem Blotvorgang wurde das Gel entfernt und die
Nitrozellulosemembra'n-mit Ponceau S angefarbt. Die gefarbten Isoformen
wurden ausgeschniften und mit H,0 oder TBS-Puffer (100 mM Tris, pH 7,4;
150 mM NaCl) wieder vollstindig entfarbt. ‘

B) Extraktion der Isoformen von der Membran

Die entfarbten . Nitrozellulosestreifen mit den jeweils entsprechenden
Isoformen wurden in 2 hl EppendorfgefaRe gegeben (entsprechend 3-4
Bahnen des IEF-Gels), 1,5 ml Aceton zugegeben und die Nitrozellulose
durch Vortexen gelést. Zur optimalen Ausfallung des EPO wurde Gber Nacht
bei -20°C inkubiert. AnschlieRend wurde das EPO-haltige Prazipitat fir 10
min in einer Tischzentrifuge bei 14000 Upmisoliert. Der Niederschlag wurde
2-3 mal mit 1 ml Aceton gewaschen und danach bei Raumtemperatur oder

37°C unter Stickstoffstrom getrocknet. Das EPO-Prazipitat wurde anschlie-
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Rend in 20 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2 mit 0,01% Tween 20 geldst
und bis zur weiteren Analysé bei -20°C gelagert.

C) Isolierung von Isoformen aus vorfraktionierten EPO-Lésungen

Die Isolierung einzelner Isoformen wurde wie in A) und B) beschrieben
durchgefuhrt, mit der Einschrdankung, daR die verwendeten EPO-
Ausgangsldsungen nicht 7-8, sondern nur 3-4 Isoformen enthielten. Aus-
gangsmaterial waren EPO-Fraktionen, die durch eine DE-Chromatographie
(Anionenaustauscher) gewonnen wurden. Diese Fraktionen enthielten nur
3-4 Isoformen (z.B. Isoform 6-8 oder Isoform 1-4). Fiir d'ie Isolierung der
"Isoformenpakete” wurde eine géeignete Chromatographieséule mit 1-2 ml-
DEAE-Sephérose ff bro 10 mg EPC im Auftrag gefallt umd mit 0,5 M NaOH
regeneriert. AnschlieBend wurde die Saule zundchst mit 2 SV
Neutralisierungspuffer und dann mit mindestens 5 SV Aquilibrierbuffer

aquilibriert.

Eine gereinigte EPO-Préaparation bestehend aus 8 Isoformen wurde bei einer
Temperatur von 5+4°C und einer FluRrate von bis zu 15 SV/h aufgezogen.
Die Saule wurde dann mit 2 bis 3 SV Agquilibrierpuffer gewaschen und an-
schlieBend ‘solange mit Waschpuffer gespﬁ“lt",‘ bis der pH-Wert bei 5,0 lag
(ca. 5 SV). |

Die Elution von verschiedenen Iéoformenpaketen Wurde durch Erhﬁhuhg der

NaCi-Konzentration im Elutionspuffer in 10 mM-Stufen beginnend bei 20

.mM NaCl erreicht. Die basischen Isoformen binden schw'ét_:her an den

lonenaustauscher und eluieren entsprechend bei niedrigen lonenstérken, die
sauren Isoformen eluieren bei héheren NaCl-Konzentrationen bis 70 mM
NaCl. Die Menge der bei einer bestimmten NaCl-Konzentration eluierten

Isoformen hangt stark vom Ausgangsmaterial und dem Elutionsvolumen ab.
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Auf den einzelnen Stufen wurde in der Regel so lange eluiert, bis die 0D280
auf etwa 50% des Maximalwertes bei dieser NaCl-Konzentration
abgesunken war. Dies entsprach zwischen 15 und 40 SV. Durch zusétzliche
Fraktionierung der eluierten Isoformenpakete innerhalb einer NaCl-
Konzentration wurde eine weitere Auftrennung der Isoformen erreicht. Die

Laufgeschwindigkeit'der Séaule betrug bis zu 15 SV/h.

Neutralisationspuffer: 100 mM Na/K-Phosphat, pH 7,5 = 0,2

Aquilibrierpuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, pH 7,5 + 0,2
' Waschpuffer: 30 mM NaAc/HAc, pH 5,0 + 0,2
Elﬁtidnspuffer: | 10 mM NaAc/HAc, pH 5,0 = 0,2, 20 mM NaCl,

bzw. Erh'éhungAder- Konzentration in 10 mM
Schritten bis 70 mM NaCl '

Aus den so erhaltenen Isoformenpaketen wurden einzelne, reine Isoformen

durch Aufreinigung wie in A) und B) beschrieben gewonnen.

Die Nummerierung der aus A-C gewonnenen reinen Isoformen (IF) wurde
entsprechend ihres isoelektrischen Punktes {pl) von sauer nach basisch
vorgenommen. Isoform 2 {IF2) ist die am starksten saure isolierte Isoform
mit dem niedrigsten pl, Isoform 8 ist die am stdrksten basische mit dem
héchsten pl. Isoform 2 war die Isoform mit dem niedrigsten pl, die in
ausreichenden Mengen aus dem Ausgangsgemisch isoliert werden konnte.
Isoform 1 war nur zu 1-2% im Ausgangsgemisch enthalten, so daB far eine
vollstdndige Analyse keine ausreichenden Mengen _geWonnen werden

konnten.
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Es wurden folgende Analysen zur Charakterisierung der reinen Isoformen

durchgefuhrt:
- Bestimmung der Menge und der Ausbeute mittels RP-HPLC

- Bestimmung der Reinheit und Identitat durch Kapillarelektrophorese B

und lsoelektrische Fokussierung

Die Ausbeute an individuellen Isoformen betrug im allgemeinen zwischen

20% und 30% der im Ausgangsgemisch eingesetzten. Isoform.

Die Reinheit der Isoformen war in der Regel > 90%, meist sogar > 94%.

11.2 Ergebnisse

Von den gereinigten Isoformen (IF) wurden folgende Daten erhoben:

- Relative Verteilung der N-gebundenen Kohlenhydratstrukturen
(Anteil an bi-, tri- und tetraantennidren Strukturen an der

Gesamtglycosilierung) und des Repeatgehalts
- biologische Aktivitdt im Normo-Maus-Test

- Sialinsduregehalt .

Diese Bestimmungen wurden im wesentlichen nach den zuvor bereits

beschriebenen Methoden durchgefihrt.

Der Sialinsduregehalt isolierter Isoformen wurde nicht fir jede einzelne

Isoformpréparation separat ermittelt, sondern wurde fir jede der Isoformen

2-8 von EPO aus CHO-Zellen bzw. Isoformen 2-6 von EPO aus humanen

Zellen beispielhaft an 1-3 Praparationen bestimmt.
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Zur Berechnung des Produktes aus Gehalt an N-Acetyl-Lactosamineinheiten

(LE-Wert) und dem Sialinsduregehalt (SA) wurden die gerundeten, ganzzah-

ligen Sialinsdurewerte jeder Isoform verwendet.

Diese gerundeten SA-Werte waren fiir EPO aus CHO-Zellen und humanen

‘Zellen wie folgt: 14-(IF2), 13 (IF3), 12 (IF4), 11 (IF5), 10 (IF6), 8 (IF7) und

8 (IF8).

Die Tabelle 4 enthalt Angaben zur Korrelation zwischen spezifischer

Aktivitdt und Kohlenhydratstrukturen von verschiedenen EPO-Préparaten

aus CHO-Zellen (CHO 1, CHO 2 und CHO 3) sowie aus humanen Zellen

(HeLa 1 bis 5). Die Tabelle zeigt die Korrelation zwischen der biologischen
Aktivitdit und der durchschnittichen Gesamtzahl von ~N-Acetyl-
Lactosaminheinheiten (LE) im EPO-Molekil, dem mittleren Sialinsduregehalt
(SA) sowie dem Produkt LE x SA.

_ Die Tabelle 5 enthédlt Angaben zur Korrelation zwischen der biologischen

Aktivitat und der durchschnittlichen Gesamtzahl von N-Acetyl-Lactosamin-
heinheiten (LE) im EPO-Molekil, dem mittleren Sialinséuregehalt (SA) sowie
dem Produkt LE x SA von isolierten Isoformen einer nicht vorfraktionierten
EPO-Charge aus CHO-Zellen.

Die Tabelle 6 enthélt einen Vergleich verschiedener Préparationen (A und B) -
einer Isoform (IF2 bzw. IF5), die aus unterschiedlichen Fraktionen einer vor-
fraktionierten EPO-Charge aus CHO-ZeIIen isoliert wurde, d.h. von der
Isoform 2 bzw. 5 wurden'je 2 Préparationen (A und B) analysiert. Die Vor-
fraktionierung erfdlgte tber einen DE;Anionenaustauséher, wie in Beispiel
11.1.C beschrieben. Die beiden Praparationen A und B der isoform IF2 bzw.
IFS wurden aus unterschiedlichen Fraktionen der DE-Saule isoliert (IF2 aus

den Fraktionen 5 und 6 und IF5 aus den Fraktionen 2 und 3). Die Fraktion
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5 bzw. 2, aus der IF2/A bzw. IF5/A isoliert wurde, eluierte friher (bei
geringerer Salzkonzentration) von der DE-Sebharose-Séule als die Fraktion
6 bzw. 3, aus der IF2/B bzw. IF5/B isoliert wurde. Die Praparationen A und
B der Isoform 2 bzw. 5 unterscheiden sich aber nicht in ihrem Verhalten bei.
der anschlieRenden isocelektrischen Fokussierung oder in der Kapillarelek-'

trophorese, d.h. beide Préparationen von IF2- bzw. IF5 haben den gleichqn '

‘Sialinsauregehalt. Oberraschenderweise wurde jedoch festgestellt, daB die

Isoformen aus der Préparation A aufgrund ihres héheren LE-Werts bzw. des
héheren Anteils én Repeat-Strukturen eine signifikant hdhere biologische
Aktivitat aufweisen als die entsprechenden Isoformen aus Prépération B. Die -
in Tabelle 6 bésch.rieb'ene ‘Abhangigkeit der biologischeh Aktivitat einer
isoform von der Gesamtzaﬁl der im EPO-Molekil enthaltenen N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten bei gleichen Sialinsauregehalt, wurde nicht nur far

Isoform 2 und 5, sondern auch fir andere Isoformen beobachtet.

Die Tabelle 7 vergleicht entsprechende Isoformen aus verschiedenen EPO-
Quellen (CHO-Zellen oder humane Hela S3-Zellen). Auch hier wird eine

Korrelation der biologischen Aktivitdt mit dem LE x SA-Wert gefunden.

In allen Tabellen ist somit eine Korrelation des Produkts aus Anzahl der N-
Acetyl-Lactosamin-Einheiten (LE) mit der Sialinsiuregehalt (SA) und der
biologischen Aktivitdt zu erkennen. Ein hoher Wert des Produkts LE X SA

ist stets mit einer hohen biologischen Aktivitat assoziiert.
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Tabelle 4:
Bezeichnung tetra- repeat LE SA LExSA | speazif.
ant. mol/- Akt.
(in %) | (%) mol KU/mg
CHO 1 86,7 39,6 12,9 12,9 | 166,4 | 248
CHO 2 78,6 51 13,2 11.8 155,8 225
5 CHO 3 73,5 42,6 12,6 11,7 147,4 186
Hela t 85,4 18,0 12,0 13,1 157,2 220
Hela 2 82,2 16,5 11,8 13,2 157,1 198
" Hela 3 78,2 14,0 11,7 13,3 1565.,6 204
Hela 4 70,6 12,2 11,25 11,6 130,5 176
10 Hela 5 62 9,8 108 | 108 | 1167 | 100
LE: N-Acetyl-Lactosamineinheiten
SA: Sialinsduregehalt des EPO-Préparats A
1: - %-Anteil aller Zuckerstrukturen mit zusétzlichen LE-Verldngerungen
15 bezogen auf die Gesamtheit der Zuckerstrukturen
(bi +tri+ tetra= 100%) ‘
Tabelle 5
20 tetra- repeat!’ LE' SA LExSA | spezif.
ant. {in %) mol/mol Akt.
A {in %) KU/mg
IF2 98 48 13,7. | 14 191,1 400
IF3 86 43 13,1 13 170,3 280
IF4 75 40 12,6 12 151,2 200
IF5 64 39 12,0 1. 132 150
25 IF6 - 56 a1 1.4 10 114 | 75
IF7 42 39 11,1 9,0 100 40
IF8 34 33 10,5 80 84 19
LE: N¥Acety|-Lactosamineinheiten (berechnet wie in Beispiel 7)
30 SA: Sialinsduregehalt der jeweiligen Isoform.
1 %-Anteil aller Zuckerstrukturen mit zusatzlichen LE-Verlangerungen

bezogen auf die Gesamtheit der Zuckerstrukturen

(bi+tri+tetra=100%)
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Tabelle 6 .
tetra- repeat’ LE SA LExSA | spezif.
ant. - (in %) mol/mol Akt. -
(in %) _ KU/mg
IF2/a | 99 | 54 14,1 14 197,4 | 396
s IF2/8 97 31 12,9 14 180,6 | 330
IFS/A 64 58 13,2 1 145,2 206
IF5/B 55 32 11,4 11 | 1254 | 112
LE: N-Abeiyl-Lactosamineinheiten {berechnet wie im Beispiéi 7 beschrieben)
10 SA: Sialinsduregehalt der jeweiligen Isoform
1 %-Anteil aller Zuckerstrukturen mit zusatzlichen LE-Verl&ngerungen

bezogen auf die Gesamtheit der Zuckerstrukturen (bi+tri+ tetra = 100%)

Tabelle 7
15 tetra- | repeat’ LE SA LexSA spezif.
" ant. {in %) |. mol/mol Akt.
{in %) KU/mg
IF2 { CHO 2) 99 58 14,41 14 201,6 | 440
IF2 (CHO 3) 98 48 13,7 14 191,8 400
IF2 {HelLaS3) 89 24 12,9 14 118,8 . 240
IF5 (CHO 2) 68 48 | 12,9 11 141,9 | 175
20 IFS (CHO 3) 64 -39 12,0 1 132,0 150
IF5 (HelLaS3) 70 15 10,8 11 119,0 60
LE:. N-AcetyI;Lactosamineinheiten (berechnet wie in Beispiel 7
beschrieben)
25 SA: Sialinsduregehalt der jeweiligen Isoform
1 %-Anteil aller Zuckerstrukturen mit zusétzlichen LE-Verlangerungen

bezogen auf die Gesamtheit der Zuckerstrukturen
{bi + tri + tetra= 100%)
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Figur 4 zeigt am Beispiel individueller Isoformen die Abhingigkeit der -

biplogischen Aktivitdt von EPO vom Anteil an N-gebundenen

Kohlenhydratstrukturen mit zusatzlichen N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten

(Repeats). Die Isoformen wurden aus EPO-Priparationen mit
unterschiedlichem Anteil.an Repeat-haltigen Kohlenhydratstrukturen isoliert
(EPO 1 mit ca. 50%, EPO 2 mit ca. 40% und EPO 3 mit ca. 15%

- repeathaltiger Strukturen). Die biologische Aktivitdit entsprechender

Isoformen (gleicher Gehalt an Sialinsauren und etwa gleiche Antennaritat)
ist um so deringer, je niedriger der Anteil an Repeat-haltigen
Kohlenhydratstrukturen in den Isoformen ist. Dieses Merkmal ist von

Isoform 2 bis mindestens Isoform 7 zu beobachten.
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Anspri‘xché

EPO-Zusammensetzung,
dadurch gekennzeichnet,
daR sie im wesentlichen aus glykosilierten EPO-Molekulen besteht,
die einen Anteil von mindestens 75% tetraantennaren StrukturenA

bezogen auf die Gesamtzahl von N-gebundenen Kohlenhydratketten

enthalten.

EPO-Zusammensetzung,
dadurch gekennzeichnet,
daB sie aus glykosylierten EPO-Molekdlen besteht, die einen
mittleren Anteil von mindestens 75% tetraantennéren Strukturen
bezogen auif die Gesamtzahl von N-gebundenen Kohlenhydratketten

enthalten.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,

daR der Anteil der tetraantennéaren Strukturen mindestens 80% ist.

EPO-Zusammensetzung,

dadurch gekennzeichn'ef,

. daB sie im wesentlichen aus glykosylierten EPO-Molekiilen besteht,

die eine Anzahl von durchschnittlich mindestens 3,7 N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten bézogén auf eine N-gebundene
Koh]enhydratkette eines EPO-Molekuls bzw: von durchschnittlich
mindestens 11.1 N-Aectyl-LactoSamin-Einheiten bezogen auf die

Gesamt-N-Glycosilierung eines EPO_-MolekGIs enthalten.
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EPO-Zusammensetzung,

dadurch gekennzeichnet,

daf sie aus glykosylierten EPO-Molekilen besteht, die eine mittlere
Anzahl von durchschnittlich mindestens 3,7 N-Acetyl-Lactosamin-
Einheiten bezogen auf eine N-gebundene Kohlenhydratkette bzw.
von durchschnittlich mindestens 11,1 N-Aectyl-Lactosamin-
Einheiten bezogen auf die Gesamt-N-Glycosilierung eines EPO-

Molektls enthalten.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 4 oder 5,

dadurch gekennzeichnet,

dal die Anzahl von N~Acetyl-Lactosamin-Einheit_en mindestens 4,0
bezogen auf eine N-gebundene Kohlenhydratkette bzw. 12.0

bezogen auf die Gesamt-N-Glycosilierung ist.

EPO-Zusammensetzung,

dadurch gekennzeichnet,

daR sie im wesentlichen aus glykosilierten EPO-Molekllen bestehf,
die einen Wert fur das Produkt aus der durchschnittlichen Anzahl
von N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogen auf eine N-gebundene
Kohlenhydratkette eines EPO-I\_/_k_)__IekﬁIs multipliziert mit dem
mittieren Sialinséﬁregehalt pro Molekul EPO von mindestens 43,3
bzw. mindestens 130 bezogen au‘f die Gesamt-N-Glycosilierung

eines EPO-Molekils aufweisen.

EPO-Zusammensetzung,

‘dadurch gekennzeichnet,

daR sie aus glykosilierten EPO-Molekillen besteht, die einen
mittleren Wert fir das Produkt aus der durchschnittlichen Anzahl.
von N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogen auf eine N-gebundene
Kohlenhydratkette eines EPO-Molekdls multipliziert mit dem

mittleren Sialinsauregehalt pro Molekil EPO von mindestens 43,3
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bzw. mindestens 130 bezogen auf die Gesamt-N-Glycosilierung

eines EPO-Molekils aufweisen.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 7 oder 8,
dadurch gekennzeichnet,

daR der Wert des Produkts mindestens 46,7 bezogen auf eine N- '
gebundene Kohlenhydratkette bzw. mindestens 140 bezogen aufdié

Gesamt-N-Glycosilierung ist. -

EPO-Zusammensetzung,
dadurch gekennzeichnet, _
daR sie die Merkmale von mindestens zwei der Anspriche 1, 2, 4,

5, 7 und 8 aufweist.

EPO-Zusammensetzung_nach einem der.vorhergehenden Ansprtche,
dadurch gekennzeichnet,

dafd sie ein Gemisch aus 2 bis 5 Isoformen umfasst.

EPO-Zusammensetzung hach Anspruch 11,

dadurch gekennzeichnet, .

daR sie ein Gemisch aus 3 bis 4 Isoformen umfasst.
EPO-Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, ‘

daR sie eine spezifische Akﬁvitét in vivo -von mindestens

175 000 IU/mg Protein aufweist.

EPO-Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekénnzeichnet, _

daR sie eine spezifische Aktivitdt in vivo von mindestens
200 000 IU/mg Protein aufweist.
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EPO-Zusammensétzung nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,
daR der mittlere Sialinsduregehalt pro Molekll mindestens 11

betragt.

EPO-Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Ansprﬁche, '

dadurch gekennzeichnet,

- daR die EPO-Molekule das Produkt einer Expression exogener DNA

17.

18.-

19.

in Siugerzellen sind.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 16,

dadurch gekennzeichnet,

daB sie aus glykosilierten EPO-Molekilen aus CHO-Zellen besteht,
wobei der Anteil von Kohlenhydratketten mit N-Acetyl-Lactosamin-
Verléhgéruhgen . (Repeats) bezogen auf die Gesamtzahl von N-

gebundenen Kohlenhydratketten mindestens 30% ist.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 17,

dadurch gekennzeichnet,

daR der Wert fir das Produkt aus dem Anteil von Kohlenhydratket-
ten mit N-Acetyl-Lactosamin-Repeats bezogen auf die Gesamtzahl
von -Kohlenhydratketten und dé;ﬁ' Anteil von tetraantennéren
Strukturen bezogen auf die Gesamtzahl von Kohlenhydratketten

mindestens 2400 ist.

EPO-Zusammensetzung nach einem der Ansprache 1 bis 15,
dadurch gekennzeichnet,
daRR die EPO-Molekile das Produkt einer Expression endogener DNA

in humanen Zellen sind.
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EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 18,
dadurch gekennzeichnet, | ,
daB der Anteil von Kohlenhydrétketten mit N-Acetyl-Lactosamin-
Repeats bezogen auf die Gesamtzahl von Kohienhydratketten .

mindestens 10% ist.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 20,

dadurch gekennzeichnet,

dal der Wert fir das Pfodukt aus dem Anteil von Kohlenhydratket-

| ten mit N-Acetyl-Laqtosamin-Repeats bezogen auf die Gesamtzahl

von Kohlenhydratketten und dem Anteil von tetraantennéren.
Strukturen bezogen auf die Gesamtzahl von Kohlenhydratketten

mindestens 800 ist.

EPO-Zusammensetzung nach Anspruch 16 oder 19,

dadurch gekennzeichnet,

~ daB die Kultivierung der Zellen in einem serumfreien Medium erfoigt

ist.

Pharmazeutisches Préparat,

dadurch gekenhzeichnet,‘

dal es alé Wirkstoff eine EPO-Zusafimensetzung nach einem der
Anspriiche 1 bis 22 als Wirkstoff gegebenenfalls zusammen mit
Gblichen pharmazeutischen Verdiinnungs-, Hilfs- und Trégermittem

enthait.

Verfahren zur Gewinnung einer EPO-Zusammensetzung,

insbesondere nach einem der Anspriiche 1 bis 23,
dadurch gekennieichnet,
da man die EPO-Zusammensetzung mit den gewtinschten Merkma-

len erhalt durch mindeétens eine der Mafinahmen:
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(a) -Auswahl einer geeigneten Produktionszelle, wel‘che in der
Lage ist, Kohlenhydratketten mit einem hohen Anteil
tetraantennarer Strukturen oder/und N-Acetyl-Lactosamin-
Einheiten zu erzeugen, ]

(b}  Auswahl von geeigneten Kultivierungsbedingungen bei der
Zellkultur, um Kohlenhydratketten mit einem hohen Anteil
tetraantennédrer Strukturen oder/una N-Acetyl-Lactosamin-
Einheiten zu erzeugen und

(c) Abtrennung unerwinschter Bestandteile aus einer bekannten

' Zusammensetzung von EPO-Molekilen unter Anreicherung
~ von EPO-Molekiilen, die Kohlenhydratketten mit einem hohen
Anteil tetraanteﬁnérer Strukturen oder/und N-Acetyl—LactAosa-

min-Einheiten enthalten.

Verfahren nach Anspruch 24,

dadurch gekennzeichnet,

_ daR MaRnahme (b) die Zugabe einer Mischung von mindestens 2

- Kohlenhydraten und vorzugsweise minde‘stens 3 Kohlenhydraten

26.

27.

zum Kulturmedium umfafit.

Verfahren nach Anspruch 25,
dadurch gekennzeichnet,
daB eine Glucose oder/fund Mannose oder/und Galactose

enthaltende Kohlenhydratmischung verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 24,
dadurch gekennzeichnet,

daR MaRnahme (b) die kontrollierte und bedarfsgerechte Zugabe von .
Néhrstoffen, umfassend mindestens eine essentielle Aminoséure
oder/und mindestens ein Kohlenhydrat abhéngig vom Bedarf der

Zellen umfafit.
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Verfahren nach Anspruch 27,

dadurch gekennzeichhet, '

daR der Nahrstoffbedarf der Zellen abhangig von der im
Kulturmedium gefnessenen Konzentration an Glutamin ermitteit:

wird.

Verfahren nach Anspruch 27 oder 28,
dadurch gekennzeichnet,
daR die Nahrstoffe bedarfsgerecht (ber die gesamte

Wachstumsphase der Zellen zugegeben werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 29,
dadurch gekennzeichnet, _
daR die Ndhrstoffe eine Mischung von mindeste_ns 2 Kohlenhydraten

und vorzugsweise mindestens 3 Kohlenhydraten umfassen.

Verfahren nach eirierﬁ der Anspriche 24 bis 30,

dadurch gekennzeichnet, _ A

daR MaBnahme (b) die Kultivierung bei einer Temperatur zwischen
30 und 35,5°C, bevorzugt zwischen 33 und 35,0°C umfalt.

Verfahren nach Anspruch 24,
dadurch gekennzeichnet,
daR MaRnahme (c) einen Reverse-Phase-Chromatographieschritt bei

einem pH-Wert im Bereich von 6-8 umfal3t.

Verfahren nach Anspruch 32,
dadurch gekennzeichnet,
daB ein Acetonitril-, Ethanol- oder Isopl;opanol als Eluent verwendet

wird.
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Verfahren nach Anspruch 24,
dadurch gekennzeichnet,
dalR MaBnahme (c) einen Affinitdtschromatographieschritt unter

Verwendung von Triazinfarbstoffen umfalRt. .

Verfahren nach Anspruch 24,
dadurch gekennzeichnet,
daR MaRnahme (c) einen Affinitatschromatographieschritt unter

Verwendung von Lectinen umfaRt.

Verfahren zur Erhéhung der spezifischen Aktivitit einer EPO-Zu-

sammensetzung, '

dadurch gekennzeichnet,

daR man EPO-Molekiile in der Zusammensetzung anreichert, die

(@)  einen hohen Anteil an tetraantennaren Kohlenhydratstruktu-
ren, , : |

(b)  eine groRe Anzahl von N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten,

(c)  einen hohen Wert des Produkts aus der Anzahl von N-Acetyl-
Lactosamin-Einheiten und dem Sialinsauregehalt,

{d)  einenhohen AnteilanN-Acetyl-Lactosamin-Repeats oder/und

(e)  einen hohen Wert des Produkts aus dem Anteil von N-Acetyl-
Lactosamin-Repeats und dem Anteil an tetraantenniren

Kohlenhydratstrukturen aufweisen.

Verfahren nach Anspruéh 36,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Anreicherung bis auf einen mittleren Anteil von mindestens
75% tetraantennaren Strukturen bezogen auf die Gesamtzahl von

Kohlenhydratketten erfolgt.
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Verfahren nach Anspruch 36,
dadurch gekennzeichnet, _
daR die Anreicherung bis auf eine mittlere Anzahl von mindestens
3,7 N-Acetyl-Lactosamin-Einheiten bezogen _auf eine N-gebundene |
Kohlenhydratkette eines EPO-Molekiils bzw. vonﬂdurchschnittlich
mindestens 11.1 N-Aectyl-Lactosamin-Einheiten bezogen auf die

Gesamt-N-Glycosilierung eines EPO-M6|ekﬁIs erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 36,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Anreicherung bis auf einen Wert des Produkts aus der
mittleren Anzahl von N—Acetyl-Lactosémin-Einheiten bezogen auf
eine N-gebundene Kohienhydratkétte eines EPO-Molekils
muiltipliziert mit dem mittleren Sialinsduregehalt von mindestens
43,3 bzw. bezogen auf die Gesamt-N-Glycosilierung eines EPO-

Molekdls auf einen Wert von 130 erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 36,

dadurch gekennzeichnet,

dal die Anreicherung

{a) bei EPO aus CHO-Zellen, bis auf einen mittleren Anteil von.
mindestens 30% N-Acetyl-La?:fosamin-Repeats bezogen auf
die Gesamtzahl von Kohlenhydratketten oder

{(b)  bei EPO aus humanen Zellen bis auf einen mittleren Anteil
von mindestens 10% N-Acetyl-Lactosamin-Repeats bezogen

auf die Gesamtzahl von Kohlenhydratketten erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 36,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Anreicherung

(a)  bei EPO aus CHO-Zellen bis auf einen Wert des Produkts aus

dem mittleren Anteil von N-Acetyl-Lactosamin-Repeats
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-bezogen auf die Gesamtzahl von Kohlenhydratketten multipli-
ziert mit dem m_ittleren Anteil an tetraantenndren Kohlenhy-
dratstrukturen von mindestens 2400 oder

(b)  bei EPO aus humanen Zellen bis auf einen Wert des Produkts:
‘aus dem mittleren Anteil von N-Acetyl-Lactosamin-Repeats.
'bezogén auf die‘Gesamtzahl von Kohlenhydratketten multipli- |
ziert mit dem mittleren Anteil an tetraantennaren Kohlenhy-

dratstrukturen von mindestens 800 erfoigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 36-41,
dadurch gekennzeichnet, _
daR die Anreicherung durch eine oder mehrere der MaRnahmen (a),

(b) und (c) gemaRl Anspruch 24 erfolgt.
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